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Zielsetzung der Arbeit 
Ungefähr 1% der Bevölkerung der westlichen Welt leidet an rheumatoider Arthritis (RA). 
Trotz intensiver Forschung sind die Ätiologie und die pathologischen Mechanismen der RA 
bisher nicht vollständig aufgeklärt. Die Suche nach pathogenen Antigenen war bis jetzt haupt-
sächlich auf gelenkspezifische Antigene fokussiert. In einem T-Zellrezeptor transgenen 
Mausmodell wird die ubiquitär exprimierte Glukose-6-phosphat Isomerase (G6PI) von auto-
reaktiven T- und B-Zellen erkannt. Diese Mäuse entwickeln spontan eine antikörpervermittel-
te Arthritis, die viele Gemeinsamkeiten mit der humanen RA aufweist.  
Ziel dieser Arbeit ist es, die Relevanz der G6PI bei der Pathogenese der RA zu untersuchen. 
Dazu sollen G6PI spezifische CD4+ T-Zellen im Blut von RA-Patienten über die Expression 
der Zytokine TNF-α und IFN-γ nach Restimulation mit G6PI nachgewiesen werden. Gleich-
zeitig soll im ELISA untersucht werden, ob RA-Patienten erhöhte Antikörpertiter gegen G6PI 
entwickeln.  
Daneben soll untersucht werden, ob die Immunisierung mit G6PI in normalen nicht-
transgenen Tieren eine Arthritis auslösen kann, die der humanen RA ähnelt. Dadurch soll zum 
ersten Mal gezeigt werden, dass eine Autoimmunreaktion gegen ein ubiquitär exprimiertes 
Antigen eine organspezifische Erkrankung in nicht-transgenen Mäusen induzieren kann.   
Insbesondere soll untersucht werden, ob die arthritischen Mäuse Antikörper gegen G6PI ent-
wickeln, und ob diese Antikörper pathogen sind und die Arthritis transferieren können. Die 
Beteiligung der Antikörper soll indirekt auch durch Verwendung Fcγ-Rezeptor defizienter 
Stämme gezeigt werden.  
Daneben soll untersucht werden, ob auch Mechanismen der angeborenen Immunität von Be-
deutung sind und die Depletion des zentralen Proteins der Komplementkaskade C5 die Ent-
wicklung der Arthritis beeinflusst.  
Zusätzlich soll die CD4+ T-Zellantwort in Form der Proliferation und der G6PI spezifischen 
Zytokinantwort der CD4+ T-Zellen untersucht werden. Der Einfluss des von Makrophagen 
und T-Zellen produzierten TNF-α während der Induktion und im Verlauf der Arthritis soll 
durch Blockade mit einem löslichen TNF-Rezeptor ermittelt werden. Die Bedeutung der 
CD4+ T-Zellen für die Entwicklung der Arthritis und der anti-G6PI Antikörper soll durch 
Depletion der CD4+ T-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Induktions- und Effek-
torphase gezeigt werden. Außerdem soll durch Depletion der regulatorischen CD4+CD25+ 
Zellen vor Immunisierung untersucht werden, ob die Entwicklung der Arthritis in den emp-
fänglichen und nichtempfänglichen Stämmen durch diese Zellen kontrolliert wird. 
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1 Einleitung 
1.1 Rheumatoide Arthritis 
Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, entzündliche und systemische Erkrankung, 
die hauptsächlich die Gelenke betrifft. Ungefähr 1% der Bevölkerung der westlichen Welt 
leidet an dieser Autoimmunerkrankung. Eine fortgeschrittene RA führt oft zur Arbeitsunfä-
higkeit und zu einer stark eingeschränkten Lebensqualität (Gabriel (2001), Wolfe und Hawley 
(1998)). RA tritt bei Frauen dreimal häufiger auf und führt zu einer erhöhten Mortalität, wenn 
die RA nicht entsprechend behandelt wird (Pincus et al. (1994)). Die RA ist charakterisiert 
durch die Entwicklung einer progressiven und chronischen Polyarthritis in den synovialen 
Gelenken. Typisch für RA ist der symmetrische Befall der kleinen Gelenke. Betroffen sind 
vor allem die Metacarpophalangeal- (MCP), Hand-, proximalen Interphalangeal- (PIP), Meta-
tarsophalangeal- (PTP), Knie-, Sprung- und Ellenbogengelenke, sowie die Schulter. Bei ei-
nem Drittel der Patienten ist auch die Halswirbelsäule betroffen. Neben der Synovitis im Ge-
lenk können häufig auch extraartikuläre Manifestationen festgestellt werden. In einigen Pati-
enten bilden sich subkutane Granulome, die sogenannten Rheumaknoten. Einige Patienten 
entwickeln auch eine Vaskulitis. Außerdem können die Augen, die Lunge, das Herz und die 
Nieren betroffen sein (Klippel und Dieppe (1998), Maddison et al. (2004)). 
 
Abb.  1.1:  Rheumatoide Veränderungen an der Hand. Die chronische Entzündung der metacarpophalan-
gealen Gelenke führt zur Deformation der Hände mit einer Deviation der Finger. Copyright ©2002, The School 
of Medicine of the University of California, San Diego, Katalog für medizinische Bilder 
Eine Sonderform der rheumatoiden Arthritis ist das Felty-Syndrom. Es tritt vorwiegend bei 
langjährigen, progressiven und schweren Verläufen bei weniger als 1% der RA-Patienten auf. 
Gekennzeichnet ist das Felty-Syndrom durch eine vergrößerte Milz und manchmal auch der 
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Lymphknoten, sowie eine starke Verminderung der Granulozyten. Bei schweren Verläufen 
eines Felty-Syndroms entwickeln sich außerdem große Geschwüre an den Unterschenkeln. 
1.1.1 Die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese der RA 
Den B-Zellen wird eine große Rolle bei der Pathogenese zugeschrieben. Eine Depletion von 
B-Zellen ist therapeutisch wirksam (Edwards et al. (2004)). Außerdem können bei vielen Pa-
tienten Rheumafaktoren detektiert werden. Rheumafaktoren (RF) sind vor allem IgM Anti-
körper, die den Fc-Teil von IgG Antikörpern erkennen. Sie sind nicht spezifisch für RA, da 
z.B. auch Patienten mit Sjögren Syndrom oder Patienten mit Infektionen wie Tuberkulose und 
Hepatitis RF entwickeln. Bis jetzt ist nicht klar, welche Rolle sie bei RA spielen, obwohl ein 
Zusammenhang zwischen der Konzentration der RF und dem Schweregrad der Erkrankung 
besteht (van Boekel et al. (2002)). Es wird vermutet, dass RF an der Bildung großer Immun-
komplexe beteiligt sind, die das Voranschreiten der Erkrankung begünstigen indem Komple-
ment aktiviert wird und die Zytokinsynthese initiiert wird (Dorner et al. (2004)). Neben den 
RF konnten aber noch zahlreiche andere Autoantikörper detektiert werden. Dazu zählen Anti-
körper, die gegen RA33 gerichtet sind, einem Protein des heterogenen nukleären Ribonukle-
oproteinkomplexes (Hassfeld et al. (1989), Steiner et al. (1992)) und gegen Calpastatin 
(Despres et al. (1995)), dem natürlichen Inhibitor der Calpaine. Daneben können Antikörper 
detektiert werden, die sich gegen eine große Anzahl gelenkspezifischer Antigene richten, wie 
z.B. Kollagen oder Fibronektin, aber auch Antikörper die gegen Phospholipide oder 
Nichthiston chromosomale Proteine (HMG1 und HMG2) gerichtet sind (van Boekel et al. 
(2002)). Alle diese Antikörper werden aber auch bei anderen Erkrankungen festgestellt. 
Daneben gibt es auch eine Vielzahl citrullinierter Antigene, die von Autoantikörpern in RA-
Patienten erkannt werden (van Boekel et al. (2002)). Obwohl im Gelenk Ablagerungen von 
Immunkomplexen gefunden wurden (Ishikawa et al. (1975)) ist noch nicht bewiesen, dass 
Antikörper gegen die eben beschriebenen Antigene pathologisch relevant sind. Daneben spie-
len auch Mechanismen der angeborenen Immunität eine Rolle. Seit langem ist bekannt, dass 
Komplement in der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten aktiviert ist und sogar lokal produ-
ziert wird (Neumann et al. (2002)).  
1.1.2 Die Rolle der MHC-Proteine und der T-Zellen in der Pathogenese 
der RA 
Zwillingsstudien und andere genetische Studien konnten zeigen, dass Menschen, die be-
stimmte MHC-II Allele exprimieren, prädisponiert sind für die Entwicklung von RA. Mehr 
als 80% der Rheumapatienten exprimieren HLA-DR1 oder HLA-DR4 Subtypen, die über ein 
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bestimmtes Sequenzmotiv verfügen, das „shared epitope“ engl.: gemeinsames Epitop 
(Gregersen et al. (1987)). Dieses Sequenzmotiv beeinflusst wahrscheinlich auch den Schwe-
regrad der Erkrankung, da das Risiko extraartikulärer Manifestationen und Erosionen in 
Patienten erhöht ist, wenn die Allele für diese MHC-Proteine homozygot vorliegen (Weyand 
et al. (1992)). Da die einzige bisher bekannte Funktion von MHC-Molekülen die Präsentation 
von Peptiden ist, die vom T-Zellrezeptor der T-Zellen erkannt werden, kann auf eine direkte 
Beteiligung der T-Zellen bei der Pathogenese der RA geschlossen werden. Tatsächlich 
konnten in in vitro Proliferationsexperimenten  mit T-Zellen von RA-Patienten mögliche 
Autoantigene identifiziert werden. Dazu zählten insbesondere Kollagen II, Proteoglykane, 
Aggrekan, Hitzeschockproteine und andere, meist gelenkspezifische, Autoantigene (Firestein 
(2003)). Trotz allem bleibt die Rolle der T-Zellen umstritten und es wird spekuliert, ob T-
Zellen vielleicht nur an der Induktion beteiligt sind, da im entzündeten Synovium nur geringe 
Mengen der T-zellspezifischen Zytokine IFN-γ und IL-2 gefunden wurden und die T-Zellen 
nur eingeschränkt proliferieren können (Firestein et al. (1990), Firestein und Zvaifler (1990)). 
Unterstützt wird diese These durch fehlgeschlagene therapeutische Ansätze, CD4 T-Zellen zu 
depletieren (van der Lubbe et al. (1995)). Dagegen spricht, dass Patienten erfolgreich mit ei-
nem CTLA-4-Ig Fusionsprotein behandelt werden, welches verhindert, dass T-Zellen ein 
kostimulatorisches Signal bekommen (Kremer et al. (2003), Moreland et al. (2002)).  Ein 
Grund für die eingeschränkte Funktion der T-Zellen in der aktiven Erkrankung liegt mögli-
cherweise in dem vorhandenen inhibitorischen Zytokinmilieu aus IL-10 und TGF-β (Fava et 
al. (1989), Katsikis et al. (1994), Wahl (1994)). 
1.1.3 Die Rolle der Zytokine in der Pathogenese der RA 
In den entzündeten Gelenken kann eine Vielzahl von Zytokinen detektiert werden. Diesen 
Zytokinen kommt im Verlauf der Arthritis wahrscheinlich eine große Bedeutung zu. Vor al-
lem können Zytokine, die von Makrophagen oder makrophagenähnlichen Zellen bzw. 
Fibroblasten produziert werden, nachgewiesen werden. Dazu zählen IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, 
IL-18, TNF-α, GM-CSF und  verschiedene Chemokine.  Daneben werden aber auch eher  T-
zellassoziierte Zytokine wie INF-γ und IL-17 produziert. Außerdem werden auch anti-
inflammatorische Zytokine wie TGF-β, IL-10 (Fava et al. (1989), Katsikis et al. (1994), Wahl 
(1994)) und IL-1Ra sowie ein das Zytokinsignal supprimierendes Protein (SOCS3) (Shouda et 
al. (2001)) im RA Synovium exprimiert. Diese reichen jedoch scheinbar nicht aus, die Syno-
vitis aufzuhalten. 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung eines normalen Gelenks und seine Veränderung in RA. Ein normales 
synoviales Gelenk (links) besteht aus zwei Knochenenden, die mit Knorpel überzogen sind und von der Gelenk-
kapsel umgeben sind. Das Synovium ist dünn und die Deckzellschicht besteht aus einer Schicht von 1-3 Synovi-
ozyten.  Im Gegensatz dazu ist im rheumatoiden Gelenk (rechts) die Synovialmembran entzündet, und eine 
massive Infiltration durch T-, B- und Plasmazellen, sowie dendritische Zellen, Makrophagen und Mastzellen 
kann beobachtet werden. Zusätzlich findet Angiogenese statt und es kommt zur Pannusformation, der Oste-
oklasten enthält. ( Leicht verändert aus:  Smolen JS und Steiner G.  Nat Rev Drug Discov. 2003 Jun;2(6):473-88) 
Es scheint, dass die pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokine in einer Art 
Gleichgewicht miteinander in Verbindung stehen. Zu einem bestimmten Zeitpunkt ist das 
Gleichgewicht zwischen diesen Zytokinen gestört und eine Entzündung kann sich manifestie-
ren. Die Expression der Zytokine ist sehr komplex reguliert. Durch Zugabe von anti-TNF-α  
konnte in vitro gezeigt werden, dass die Expression anderer pro-inflammatorischer Zytokine 
wie IL-1 (Brennan et al. (1989)) aber auch von IL-6, IL-8 und GM-CSF reduziert werden 
konnte. Die Blockierung von IL-1 führt zu einer reduzierten Produktion von IL-6 und IL-8 
nicht aber von TNF-α (Feldmann et al. (1996)). Zusätzlich können die meisten Zytokine auf 
eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen und Gewebe einwirken, diese aktivieren oder che-
motaktisch wirken. Daher wird die Funktion der Zytokine hier zusammenfassend geschildert.  
Eine wichtige Funktion der Zytokine ist vor allem die Aktivierung unterschiedlicher Zellty-
pen, insbesondere Makrophagen, die verstärkt Phagozytose betreiben und weitere pro-
inflammatorische Zytokine freisetzen, T- und B-Zellen, die zu Effektor- und Plasmazellen 
differenzieren und proliferieren. Daneben wirken die Zytokine chemotaktisch und ziehen wei-
tere Effektorzellen, wie z.B. Neutrophile, an den Entzündungsherd. Vielfach wirken sie aber 
auch direkt auf das Knorpelgewebe und aktivieren Osteoklasten, die an der Knochenresorpti-
on beteiligt sind und Chondrozyten, die degradierende Enzyme wie Metalloproteinasen frei-
setzen. Eine wichtige weitere Funktion der Zytokine liegt auch darin, die Expression von 
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Zelladhäsionsmolekülen zu induzieren. So konnte die Expression von E-Selektin auf synovia-
len Endothelzellen und VCAM-1 und ICAM-1 auf Endothelzellen und Makrophagen beo-
bachtet werden (Koch et al. (1991), Tak et al. (1995)). Da viele der genannten Zytokine, ins-
besondere TNF-α, von Makrophagen exprimiert werden, wird davon ausgegangen, dass 
Makrophagen die wichtigsten Effektorzellen bei RA sind.  Möglichweise spielen auch die 
Synoviozyten eine besondere Rolle, die fibroblast- und makrophagenähnliche Eigenschaften 
haben, die Zytokine produzieren können, phagozytierende Eigenschaften haben und als pro-
fessionelle antigenpräsentierende Zellen mit T-Zellen interagieren können (Edwards (1994)). 
1.1.4 Die Therapie der Rheumatoiden Arthritis 
Bei der Therapie der rheumatoiden Arthritis kommen vier verschiedene Gruppen von Thera-
peutika zum Einsatz. Es handelt sich dabei um nicht-steroidale Antirheumatika (NSA), Glu-
kokortikoide (GK), langfristig wirkende Antirheumatika (LWA) und seit kurzer Zeit auch 
Therapeutika biologischen Ursprungs, sogenannte „biologicals“.  Bei den nicht-steroidalen 
Antirheumatika handelt es sich in erster Linie um Therapeutika, die die Prostaglandinsynthese 
hemmen. Die wichtigsten natürlich vorkommenden GK sind Kortison und Hydrokortison. Bei 
den LWA wird bei der RA vor allem Methotrexat (MTX) eingesetzt, einem Folsäureantago-
nisten. Die Gruppe der LWA umfasst neben MTX auch Goldsalze, Sulfasalazin, Penicillinde-
rivate, Chloroquin und andere. Die seit kurzer Zeit eingesetzten  biologischen Therapeutika 
sind gezielt gegen bestimmte Zytokine, wie z.B. TNF-α, gerichtet (Smolen und Steiner 
(2003)). Infliximab und Adalimumab sind genetisch modifizierte Antikörper, die gegen TNF-
α gerichtet sind. Infliximab wird seit 1999  in der Therapie von RA eingesetzt und ist sehr 
effektiv vor allem in Kombination mit MTX (Elliott et al. (1994), Lipsky et al. (2000), Maini 
et al. (1998)). Etanercept ist ein Fusionsprotein. Es handelt sich dabei um einen dimeren lösli-
chen TNF-Rezeptor, der mit dem Fc-Teil des IgG1 fusioniert wurde. Auch Etanercept ist sehr 
effektiv bei der Blockierung von TNF-α, hat aber im Gegensatz zu Infliximab keine syner-
gistischen Effekte mit MTX und wird daher in Monotherapie angewendet (Weinblatt et al., 
(1999); Bathon et al. (2000)). Daneben existiert mit Anakinra auch ein schon zugelassener 
rekombinanter Rezeptor für IL-1 (Bresnihan et al. (1998), Cohen et al. (2002)). Neben den 
großen Erfolgen in der Behandlung von RA-Patienten haben aber auch diese Therapeutika 
einige schwerwiegende Nachteile. Die biologischen Therapeutika sind in einigen Fällen  im-
munogen, so dass sie nicht beliebig lang angewendet werden können. Die  Behandlung ist 
sehr teuer und somit nicht jedem zugänglich, und in wenigen Fällen treten schwere Neben-
wirkungen auf. Dazu zählt ein erhöhtes Risiko, an Tuberkulose und anderen schweren Infek-
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tionen zu erkranken, oder ein erhöhtes Risiko, an Multiple Sklerose oder einem Lupus ähnli-
chem Syndrom zu erkranken. In Zukunft werden wahrscheinlich noch eine große Anzahl der 
biologischen Therapeutika auf den Markt kommen. Dabei wird es sich dann möglicherweise 
um Medikamente handeln, die Metalloproteinasen blockieren,  gegen andere Zytokine wie IL-
6 und IL-17 oder gegen Oberflächenmoleküle von B- und T-Zellen oder Makrophagen gerich-
tet sind. 
1.2 Tiermodelle der Rheumatoiden Arthritis 
Da RA ein so komplexes Syndrom ist, bietet es sich an Tiermodelle der RA zu entwickeln, 
um den Einfluss bestimmter Gene oder Mechanismen genauer zu untersuchen, aber auch um 
neue Therapeutika zu testen.  
Das erste antigenspezifische Tiermodell der RA war das Kollagen-induzierte Modell, wo he-
terologes Kollagen II in Ratten injiziert wurde, welche dann eine Arthritis entwickelten 
(Trentham et al. (1977)). Daneben wurden noch andere Proteine entdeckt, die nach Immuni-
sierung von Mäusen und Ratten eine Arthritis induzieren. Dazu zählen das Kollagen vom Typ 
IX (Cremer et al. (1998)), Kollagen vom Typ XI, COMP (engl.: cartilage oligomeric matrix 
protein) (Carlsen et al. (1998)), das Proteoglykan assoziierte Protein Aggrekan (Glant et al. 
(1998)) sowie das Knorpelglykoprotein gp39 (Verheijden et al. (1997)). Weiterhin existieren 
auch Tiermodelle, wo die Arthritis allein durch die Gabe von Adjuvantien induziert wird. In 
der Ratte konnte eine Arthritis durch Immunisierung mit komplettem Freundschen Adjuvans 
induziert werden (Pearson (1956)). Dazu zählen auch Immunisierungen, die mit kleinen Mo-
lekülen wie Muramyl Dipeptiden oder kleinen organische Substanzen wie z.B. Avridin 
durchgeführt wurden. Diese Substanzen sind zu klein, um als Antigen von T- und B-Zellen 
erkannt zu werden und induzieren in der Ratte eine Arthritis (Chang et al. (1980), Chang et al. 
(1981)). Auch in der Maus kann eine Arthritis durch Behandlung mit dem Adjuvans Pristan 
induziert werden (Wooley et al. (1989)). Durch die neuen Methoden der Gentechnik existie-
ren mittlerweile auch einige transgene Tiermodelle der RA. Transgene Mäuse, die das huma-
ne TNF-α überexprimieren, entwickeln eine schwere Arthritis, die unabhängig von T- und B-
Zellen ist (Keffer et al. (1991)). Mäuse, die das humane HLA-DR0401 exprimieren, sind auch 
suszeptibel für die Kollagen-induzierte Arthritis (Rosloniec et al. (1998)). Daneben existiert 
auch das K/BxN-Modell. In diesem Modell exprimieren Mäuse einen transgenen T-
Zellrezeptor, der ein Epitop der Glukose-6-phosphat Isomerase erkennt, was zu einer sponta-
nen Manifestation einer Arthritis führt (Kouskoff et al. (1996), Matsumoto et al. (1999)). Die-
ses Modell hat große Bedeutung, da es das erste Modell der RA ist, welches zeigt, dass eine 
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Immunreaktion gegen ein ubiquitär exprimiertes Antigen zu einer organspezifischen Erkran-
kung wie Arthritis führt.  In einem weiteren Modell entwickeln Mäuse aufgrund einer Mutati-
on in der SH2-Domäne von ZAP-70 spontan eine Arthritis, da die Selektion der T-Zellen im 
Thymus gestört ist (Sakaguchi et al. (2003)). Im Folgenden werden zwei Tiermodelle näher 
erläutert. Das Kollagen-induzierte Modell ist das Modell, welches bisher am Besten unter-
sucht wurde und in vielen Bereichen der humanen RA ähnelt. Außerdem wird in diesem Mo-
dell eine Arthritis durch Immunisierung mit einem Antigen hervorgerufen. Auch in dieser 
Arbeit ist das Ziel, eine Arthritis durch Immunisierung durch ein Antigen, der G6PI, zu indu-
zieren. Das zweite Modell ist das K/BxN-Modell. Dieses Modell ist die theoretische Grundla-
ge für diese Arbeit, da die G6PI von transgenen T-Zellen erkannt wird und über eine antikör-
pervermittelte Immunreaktion spontan zu einer Arthritis in diesen Mäusen führt. In dieser 
Arbeit soll die Rolle der G6PI bei der Pathogenese der RA im Menschen charakterisiert wer-
den und untersucht werden, ob G6PI als ein ubiquitär exprimiertes Antigen auch in nicht-
transgenen Mäusen eine organspezifische Erkrankung in Form einer Arthritis induzieren 
kann. 
1.2.1 Das Kollagen-induzierte Tiermodell (CIA) 
Das Kollagen-induzierte Tiermodell (CIA) wurde zuerst in Ratten beschrieben. Die intrader-
male Immunisierung bestimmter Rattenstämme mit Kollagen vom Typ II (CII) aus Hühnern, 
dem Menschen oder auch aus den Gelenken von Ratten in komplettem Freundschen Adjuvans 
induzierte eine Arthritis (Trentham et al. (1977)). Später wurde dieses Modell auch in Mäusen 
und in Primaten etabliert (Cathcart et al. (1986), Courtenay et al. (1980)). In der Maus entwi-
ckelt sich die Arthritis ca. 3-4 Wochen nach der Immunisierung mit heterologem CII. Viele 
suszeptible Stämme sind resistent gegen die Arthritisentwicklung, wenn die Immunisierung 
mit autologem CII durchgeführt wird. Die Stämme, die jedoch eine Arthritis entwickeln, zei-
gen einen schweren und chronischen Verlauf (Holmdahl et al. (1986)). 
1.2.1.1 Die Rolle der MHC-Proteine und der T-Zellen in der CIA 
Ähnlich der humanen RA gibt es eine genetische Prädisposition für die Entwicklung der CIA. 
Mäuse vom H2-q (DBA/1 und B10.Q) und H2-r (B10.RIII) Haplotyp, die die MHC-II Mole-
küle I-Aq bzw. I-Ar exprimieren sind suszeptibel für die CIA (Wooley et al. (1981)). Mäuse, 
die I-Aq exprimieren, erkennen ein immunodominantes Epitop des bovinen, Hühner oder hu-
manen CII(257-270) (Kjellen et al. (1998), Rosloniec et al. (1996)). Mäuse, die dagegen I-Ar 
exprimieren, erkennen eine andere Region des bovinen oder porcinen  CII(442-456) (Myers et 
al. (1995)). Interessanterweise ist die Bindungsgrube des I-Aq Moleküls sehr ähnlich mit der 
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der DR4 und DR1 Moleküle, die mit RA assoziiert sind (Fugger et al. (1996)). DR4 oder DR1 
transgene Mäuse sind suszeptibel für die CIA und erkennen ein Peptid der CII(260-273), das 
in der gleichen Region wie bei der Bindung an I-Aq liegt (Andersson et al. (1998), Rosloniec 
et al. (1998), Rosloniec et al. (1997)).  
Aufgrund der MHC-II Assoziation lässt sich auf eine direkte Beteiligung der CD4+ T-Zellen 
schließen. Die Behandlung von Ratten mit Antiserum gegen Thymozyten und von Mäusen 
mit Antikörpern gegen CD4 verhindert die Entwicklung der Arthritis (Brahn und Trentham 
(1984), Ranges et al. (1985)). Trotzdem bleibt die Rolle der CD4+ T-Zellen kontrovers, da 
auch Mäuse, die aufgrund einer genetischen Deletion keine CD4+ T-Zellen exprimieren, eine 
Arthritis entwickeln (Tada et al. (1996)).  Auch führt der Transfer CII spezifischer T-Zellen in 
suszeptiblen Mäuse- und Rattenstämmen nur zu der Entwicklung geringer pathologischer 
Veränderungen in den synovialen Gelenken der Empfänger (Holmdahl et al. (1985b), 
Trentham et al. (1978)). Trotzdem können während der CIA im Gelenk T-Zellen detektiert 
werden, die spezifisch für murines CII sind (Svendsen et al. (2004)). CII spezifische CD4+ T-
Zellen von CIA suszeptiblen Stämmen produzieren nach Restimulation mit dem Antigen in 
vitro große Mengen IL-2 und IFN-γ. Das CII Molekül, welches von den T-Zellen erkannt 
wird, ist posttranslational modifiziert. Innerhalb des I-Aq, HLA-DR4 und HLA-DR1 restrin-
gierten immunodominanten Epitops findet man eine Hydroxylierung von Prolin und Lysin-
resten, die einhergeht mit einer Glykolisierung. Besonders wichtig scheint dabei der Lysinrest 
264 zu sein, der unterschiedlich modifiziert sein kann. Die Immunantwort wird dabei wahr-
scheinlich dominiert von einer T-Zellantwort gegen die galaktosylierte Form des CII 
(Malmstrom et al. (2000)). Aufgrund der unterschiedlichen Modifikationen innerhalb des Epi-
tops, ist das T-Zellrepertoire, welches gegen dieses Peptid gerichtet ist, möglicherweise sehr 
groß. Unterschiede im Schweregrad der Arthritis können auch bei Verwendung rekombinan-
ten CII in Abhängigkeit vom Grad der Glykosylierung beobachtet werden (Myers et al. 
(1998)). Interessanterweise sind die meisten T-Zellen, die spezifisch für das heterologe CII 
Epitop (256-270) sind, nicht kreuzreaktiv mit murinem CII. Der Unterschied beruht auf der 
Aminosäure an Position 266, wo Mäuse eine Aspartatsäure exprimieren, während die Ratte an 
dieser Stelle eine Glutaminsäure exprimiert (Michaelsson et al. (1992)).  
1.2.1.2 Die Rolle der B-Zellen und Autoantikörper in der CIA 
Neben den T-Zellen wird auch den B-Zellen eine bedeutende Rolle zugeschrieben. Im Gegen-
satz zum T-Zelltransfer ist der passive Transfer der Arthritis durch Transfer von Serum mög-
lich (Englert et al. (1986), Holmdahl et al. (1990)). Dabei ist der Transfer auch in nicht-
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suszeptible Stämme möglich (Watson et al. (1987)). Obwohl der Transfer zu einer Arthritis in 
den Empfängertieren führt, ist die Erkrankung nicht so stark ausgeprägt wie nach Immunisie-
rung mit CII. Jedoch entwickeln nicht nur die suszeptiblen Stämme hohe Antikörpertiter ge-
gen CII sondern auch die nicht-suszeptiblen, was für eine unterschiedliche Qualität der Anti-
körper in den unterschiedlichen Stämmen spricht (Holmdahl et al. (1988), Wooley et al. 
(1981)). Die Antikörper, die gegen CII in der CIA gebildet werden, sind hauptsächlich von 
der IgG2 Subklasse. Hohe Konzentration von den Subklassen IgG2a und IgG2b können wäh-
rend der Erkrankung gemessen werden. Die IgG1 Subklasse ist dagegen weniger prominent. 
In einer Studie wurde mit Hilfe monoklonaler Antikörper untersucht, welche Anforderungen 
an die Antikörper gestellt werden muss, damit sie in der Lage sind, die Arthritis zu transferie-
ren. Einzelne gegen murines CII gerichtete Antikörper waren nicht in der Lage, die Arthritis 
zu transferieren. Erst eine Mischung aus drei IgG2a und einem IgG2b Antikörper konnte die 
Arthritis transferieren, wobei alle Antikörper unterschiedliche Epitope erkannten (Terato et al. 
(1992)). 
1.2.1.3 Die Rolle des Komplements und der Fc-Rezeptoren in der CIA 
Ein Effektormechanismus der angeborenen Immunität bei der Antikörper eine Rolle spielen 
ist das Komplement. Der klassische Weg der Komplementkaskade wird aktiviert, wenn der 
Komplementkomplex C1q an IgM oder IgG, die z.B. in Immunkomplexen vorhanden sind, 
bindet. Beim alternativen Weg lagert sich ein Faktor der Komplementkaskade, das C3b Mo-
lekül, spontan auf Oberflächen z.B. von Bakterien an und aktiviert darüber die Komplement-
kaskade.  Das Komplement ist sehr wichtig für die CIA.  Unter Verwendung des Kobra Ve-
nom Faktors kann das Komplement unspezifisch aktiviert werden, was zu einem schnellen 
Verbrauch der Komplementproteine und somit zum Zusammenbruch des Komplementsys-
tems führt. Eine Behandlung von Ratten mit dem Kobra Venom Faktor führt zu einer verzö-
gerten Manifestation der CIA (Morgan et al. (1981)). Die genetische Deletion von C5, C3 
oder Faktor B in DBA/1 Mäusen führt zur Resistenz dieser Mäuse gegen CIA, obwohl sich 
hohe Antikörpertiter gegen CII bilden (Hietala et al. (2002), Wang et al. (2000)). Das zeigt, 
dass sowohl der klassische aber auch der alternative Weg der Komplementkaskade beteiligt 
sind. Daneben spielen über Fc-Rezeptoren vermittelte Effektormechanismen in der CIA eine 
große Rolle. In der Maus werden Fcγ-Rezeptoren auf allen hämatopoetischen Stammzellen 
exprimiert. Sie stellen eine wichtige Verbindung zwischen Antikörper-Antigen Komplexen 
und den zellulären Effektormechanismen der Zellen des Immunsystems dar. Eine Aktivierung 
von Zellen über Fc-Rezeptoren führt zu gesteigerter Phagozytose, der Produktion und Freiset-
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zung von Zytokinen, der Endozytose opsonierter Antigene und der antikörperabhängigen zel-
lulären Zytotoxität. In der Maus existieren drei Fcγ-Rezeptoren. Die Fcγ-Rezeptoren FcγRI 
und FcγRIII sind aktivierende Fcγ-Rezeptoren. Beide Rezeptoren besitzen eine gemeinsame 
γ-Kette, welche über ein ITAM-Motiv verfügt und somit aktivierende Signale in das Zellinne-
re weiterleitet. Der Fcγ-Rezeptor FcγRII ist ein inhibierender Rezeptor, da er über kein I-
TAM-Motiv verfügt und keine aktivierenden Signale weiterleiten kann. DBA/1 Mäuse, die 
keine aktivierenden Fcγ-Rezeptoren exprimieren, da sie genetisch deletiert wurden, sind resis-
tent gegen CIA trotz hoher Antikörpertiter gegen CII.  Mäuse dagegen, die keinen inhibieren-
den Fcγ-Rezeptor (Fcγ-RIIB-/-) exprimieren, zeigen einen schwereren Verlauf (Kleinau et al. 
(2000)). 
1.2.1.4 Die Rolle der Zytokine in der CIA 
Neben den Antikörpern nehmen auch Zytokine entscheidenden Einfluss auf die CIA. Ähnlich 
der RA im Menschen ist auch in der CIA das TNF-α von besonderer Bedeutung. Antikörper 
gegen TNF-α oder der lösliche TNF Rezeptor (TNFR p75) haben therapeutische Effekte, so-
wohl wenn sie kurz vor der Manifestation der Arthritis oder auch erst kurz danach verabreicht 
werden (Piguet et al. (1992), Thorbecke et al. (1992), Williams et al. (1992), Wooley et al. 
(1993)). Daneben konnte aber auch eine wichtige Beteiligung von IL-17 und IL-6 in der CIA 
gezeigt werden. IL-17 hat einen wichtigen Anteil an der Ausbildung  der T-Zellantwort gegen 
CII und an der IgG2a Produktion der B-Zellen. Mäuse, die eine genetische Deletion für IL-17 
besitzen, sind resistent gegen die CIA (Nakae et al. (2003)). Mäuse, die defizient für IL-6 
sind, entwickeln keine oder eine verzögerte, mildere Arthritis (Alonzi et al. (1998), Sasai et al. 
(1999)). IL-6 beeinflusst die Differenzierung von B-, T-Zellen und Makrophagen und akti-
viert außerdem Osteoklasten, die an der Knochenresorption beteiligt sind. Somit wird deut-
lich, dass drei Zytokine, für die auch eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der RA be-
schrieben wurde, in dem CIA Modell wichtig sind und wahrscheinlich pathologisch die glei-
chen Effekte haben. Interessantweise kann schon durch das Ausschalten eines dieser Zytokine 
die Arthritis in der CIA verhindert werden. Das ist ein weiterer Hinweis darauf, dass auch in 
der RA die Zytokine miteinander vernetzte Funktionen haben. Wird dieses Netzwerk an einer 
Stelle gestört, bricht die pro-inflammatorische  Antwort ab. 
1.2.2 Das K/BxN-Modell 
In dem K/BxN-Modell werden zwei Mausstämme miteinander gekreuzt. Es handelt sich dabei 
zum Einen um den KRN Stamm. Dieser Stamm exprimiert einen transgenen T-Zellrezeptor 
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(TZR), der ein Peptid der bovinen Pankreasribonuklease (RNAse) im Kontext einer I-Ak Prä-
sentation erkennt. Dieser Stamm wird gekreuzt mit Mäusen des NOD-Stamms (engl.: non 
obese diabetes), der das MHC-II Molekül I-Ag7 exprimiert (Abb. 1.3). Der aus dieser Kreu-
zung resultierende K/BxN Stamm hat einen besonderen Phänotyp (Kouskoff et al. (1996)). 
Alle Nachkommen dieser Kreuzung entwickeln nach 4-5 Wochen spontan eine schwere, 
symmetrische Polyarthritis, die stark der humanen RA ähnelt. 
XTg TZR
KRN-Stamm NOD-Stamm
MHC-II: I-Ag7
**
Tg TZR
MHC-II: I-Ag7
K/BxN-Stamm
 
Abb. 1.3: Das K/BxN Mausmodell der rheumatoiden Arthritis. Die K/BxN Mäuse entstehen aufgrund der 
Kreuzung des KRN Stamms, der transgen für einen T-Zellrezeptor (TZR) ist, der ein Peptid der bovinen Pankre-
as RNAse im Kontext einer I-Ak Präsentation erkennt, und des NOD-Stamms, der I-Ag7 exprimiert. Die K/BxN 
Mäuse entwickeln spontan eine antikörpervermittelte Arthritis aufgrund der Erkennung eines Epitops der Gluko-
se-6-phosphat Isomerase durch den transgenen T-Zellrezeptors im Kontext einer I-Ag7 Präsentation. Dies führt 
zur Aktivierung der transgenen T-Zellen und später auch der B-Zellen, die hohe Titer pathogener anti-G6PI 
Antikörper produzieren. 
 
1.2.2.1 Die Rolle des MHC und des transgenen T-Zellrezeptors im K/BxN-
Modell 
Die transgenen T-Zellen und das MHC-II Molekül I-Ag7 spielen ein entscheidende Rolle bei 
der Entwicklung der Arthritis. Die F1 Generation einer KRNxC57BL/6  oder KRNxBALB/c 
Kreuzung entwickelt keine Arthritis. Wird der KRN Stamm jedoch mit dem C57BL/6 Stamm 
gekreuzt, der kongen für das MHC-II Molekül I-Ag7 ist, so entwickeln wieder alle Nachkom-
men eine Arthritis. Gleiches gilt, wenn BALB/c Mäuse transgen für Aβg7 sind und dadurch 
auch I-Ag7 exprimieren (Kouskoff et al. (1996)). Nur der transgene TZR und keine zusätzli-
chen endogenen T-Zellrezeptoren sind für die Arthritisentwicklung verantwortlich. Kno-
chenmark aus KRN Mäusen oder aus KRN Mäusen, die RAG-/- sind,  keine B-Zellen besitzen 
                                                                                                                     1 Einleitung 
13 
und ausschließlich T-Zellen haben, die den transgenen TZR exprimieren, wurden in bestrahlte 
Cα0/BxN Mäuse transferiert, die eine Mutation in der alpha-Kette des TZR aufweisen und 
daher keine endogenen T-Zellen exprimieren können. Bis auf die Mutation entsprechen die 
Cα0/BxN Mäuse einer Kreuzung aus C57BL/6 und NOD. Der Cα0/BxN Stamm besitzt keine 
eigenen T-Zellen aber ein funktionsfähiges B-Zellkompartiment. In beiden Transferexperi-
menten entwickeln die Tiere einen gleichen Krankheitsverlauf, was zeigt, dass der transgene 
TZR  entscheidend ist (Mangialaio et al. (1999)). Zusätzlich konnte die Bedeutung der CD4+ 
T-Zellen durch die Blockade von CD4 mit Hilfe eines Antikörper gezeigt werden. Bei einer 
Blockade von CD4 bis 5 Tage vor der klinischen Manifestation der Arthritis kann die Arthri-
tis verhindert werden. Später hat die Blockade keinen Einfluss mehr (Kouskoff et al. (1996)).   
1.2.2.2 Die Rolle der B-Zellen und anti-G6PI Antikörper im K/BxN-Modell 
Besonders B-Zellen und die von ihnen produzierten Antikörper sind von Bedeutung. K/BxN 
Mäuse, die aufgrund einer µMTo Mutation keine reifen B-Zellen besitzen, entwickeln keine 
Arthritis (Kouskoff et al. (1996)). Der Transfer von Milzzellen aus K/BxN Mäusen in RAG-/- 
C57BL/6 Mäuse, die keine B- und T-Zellen haben, führt zur Entwicklung einer Arthritis in 
den Empfängern. Enthalten diese Milzzellen keine B-Zellen ist der Transfer nicht mehr mög-
lich (Korganow et al. (1999)). B-Zellen brauchen für ihre arthritogene Funktion T-Zellhilfe, 
da K/BxN Mäuse, die CD40 defizient sind, keine Arthritis entwickeln (Korganow et al. 
(1999)). Die  Arthritis kann allein durch geringe Mengen von  Serum aus K/BxN Mäusen, die 
in Empfänger transferiert werden, induziert werden. Die Arthritis verläuft dann jedoch nicht 
chronisch und nimmt nach 15 Tagen wieder ab (Korganow et al. (1999)). Die Inkubation von 
Gewebe mit dem Serum der K/BxN Mäuse zeigte eine Bindung von IgG bei einem Protein 
von 55kDa. Dabei handelte es sich um die Glukose-6-phosphat Isomerase (G6PI) (Matsumoto 
et al. (1999)). Antikörper, die spezifisch gegen G6PI gerichtet sind, sind in der Lage die Arth-
ritis zu transferieren und transgene T-Zellen aus den KRN Mäusen proliferieren, wenn G6PI 
im Kontext von I-Ag7 präsentiert wird (Matsumoto et al. (1999)). Die G6PI ist ein glykolyti-
sches Enzym, welches die Umwandlung von Glukose-6-phosphat zu Fruktose-6-phosphat 
katalysiert. Zusätzlich hat G6PI auch extrazelluläre Funktionen und wirkt außerhalb der Zelle 
als Zytokin. Proteine, die ursprünglich als Neuroleukin, „autocrine motility factor“ (AMF) 
und „differentiation and maturation factor“ (DMM) beschrieben wurden, sind identisch mit 
G6PI (Chaput et al. (1988), Faik et al. (1988), Watanabe et al. (1996), Xu et al. (1996)).  In 
der Milz und anderen lymphatischen Organen kann eine hohe Frequenz von G6PI-
spezifischen B-Zellen detektiert werden. Dabei können 40 Tage nach Geburt der K/BxN 
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Mäuse nur Antikörper vom IgG1 Isotyp festgestellt werden (Maccioni et al. (2002)). Mit Hilfe 
von monoklonalen Antikörpern konnte gezeigt werden, dass mehrere unterschiedliche Anti-
körper für den Arthritistransfer gebraucht werden (Maccioni et al. (2002)). Das spricht dafür, 
ähnlich dem CIA Modell, dass die Bildung von Immunkomplexen von Bedeutung ist. Nur 
Minuten nach der Injektion von anti-G6PI Antikörpern können diese in den distalen Gelenken 
der Vorder- und Hinterläufe der Mäuse lokalisiert werden (Wipke et al. (2002)). Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass G6PI auf der Knorpeloberfläche exprimiert wird bzw. sich dort 
anlagert, was die Hypothese nahe legt, dass die Antikörper große Immunkomplexe mit G6PI 
im Gelenkspalt bilden (Matsumoto et al. (2002)). 
1.2.2.3 Die Rolle des Komplements und der Fc-Rezeptoren im K/BxN-Modell 
Das Transfersystem der Arthritis wurde verwendet, um die unterschiedlichen über Antikörper 
vermittelten Effektorfunktionen zu entschlüsseln. Da der Arthritistransfer in fast jedem 
Stamm funktioniert, konnten transgene Tiere verwendet werden, die über keinen bestimmten 
genetischen Hintergrund verfügen mussten. Eine wichtige Effektorfunktion von Antikörpern 
ist die Bindung an Fc-Rezeptoren. FcRγ-/- Mäuse, die keine funktionellen aktivierenden FcγRI 
und FcγRIII exprimieren, entwickelten nach Serumtransfer keine Arthritis. Dabei konnte mit 
FcγRIII-/- Mäusen gezeigt werden, dass dieser Rezeptor entscheidend für die Arthritisentwick-
lung ist (Ji et al. (2002a)). Mäuse, die FcγRI-/- sind, entwickeln eine Arthritis vergleichbar mit 
den Wildtyptieren (Ji et al. (2001), Ji et al. (2002a)). In einer Studie zufolge entwickeln 
FcγRII-/- Mäuse schneller eine Arthritis nach Antikörpertransfer als die Wildtyptiere (Corr 
und Crain (2002)) während eine weitere Studie behauptet, dass dieser Rezeptor keinen Ein-
fluss auf die Arthritisentwicklung hat (Ji et al. (2001)). Jedoch sind die über den FcγRIII ver-
mittelten Funktionen aber absolut notwendig, um eine Arthritis mit Hilfe von Antikörpern zu 
transferieren. Neben den Fc-Rezeptoren ist auch das Komplementsystem entscheidend für die 
Arthritisentwicklung. Eine Blockade des zentralen Komplementproteins C5 mit Hilfe eines 
monoklonalen Antikörpers gegen C5 verhindert die Arthritisentwicklung nach Serumtransfer 
bzw. wirkt auch therapeutisch (Ji et al. (2002a)). Auch der A/J Stamm, der defizient für C5 
ist, entwickelt keine Arthritis.  Mäuse die genetische Deletionen für die Komplementproteine 
des klassischen Weges der Komplementkaskade C1q oder C4 besitzen, entwickeln eine Arth-
ritis mit einer Inzidenz von 100% (Ji et al. (2002a)). Damit ist der klassische Weg der Kom-
plementkaskade pathologisch nicht relevant. Mäuse dagegen, die keinen Faktor B exprimie-
ren, entwickeln nur in einigen Tieren eine Arthritis. Die dort entwickelte Arthritis ist jedoch 
sehr schwach (Ji et al. (2002a)). Somit spielt der alternative Weg der Komplementkaskade ein 
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große Rolle. Die im K/BxN-Modell über das Komplementsystem vermittelte Funktion besteht 
hauptsächlich über die Aktivierung des C5a-Rezeptors durch C5a. Dieser Effektorweg und 
die Aktivierung des FcγRIII führt wahrscheinlich zur Aktivierung von Makrophagen, Mast-
zellen und Neutrophilen, die daraufhin Zytokine wie TNF-α, IL-1 und Chemokine sowie de-
gradierende Enzyme freisetzen.  
Tatsächlich tragen Neutrophile und Mastzellen entscheidend zur Entwicklung der Arthritis in 
den K/BxN Mäusen bei. Neutrophile können sehr früh, nach 48 Stunden, in den betroffenen 
Gelenken nach Serumtransfer nachgewiesen werden, und die Depletion der Neutrophilen mit 
Hilfe eines Antikörpers verhindert die Arthritisentwicklung (Wipke und Allen (2001)). Die 
Degranulation von Mastzellen kann schon zwei Stunden nach dem Serumtransfer beobachtet 
werden, und zwei mastzelldefiziente Mausstämme (Sl/Sld und W/Wv) sind resistent gegen den 
Arthritistransfer durch Serum (Lee et al. (2002)). Werden in vitro generierte Mastzellen in die 
W/Wv Mäuse transferiert, so sind auch diese suszeptibel für die mit Serum transferierte Arth-
ritis (Lee et al. (2002)). 
1.2.2.4 Die Rolle von TNF-α, IL-1 und IL-6 im K/BxN-Modell 
Auch die von Makrophagen, Mastzellen und Neutrophilen produzierten Zytokine TNF-α und 
IL-1 sind wichtig im Verlauf der Arthritis in den K/BxN Mäusen. Mäuse, die IL-1R-/- sind 
und keine IL-1α oder IL-1β vermittelten Signale weiterleiten können, entwickeln keine Arth-
ritis nach dem Serumtransfer (Ji et al. (2002b)). Die Rolle von TNF-α ist nicht so eindeutig. 
Nur ungefähr zwei Drittel der TNF-α-/- Mäuse entwickeln keine Arthritis nach dem Serum-
transfer, und die Entwicklung der Arthritis in den suszeptibelen Mäusen war innerhalb dieser 
Gruppe sehr uneinheitlich bezüglich des Verlaufs (Ji et al. (2002b)). In einer weiteren Studie 
zeigte die Behandlung von K/BxN Mäusen mit einem anti- TNF-α Antikörper keinen Einfluss 
auf die Arthritisentwicklung (Kyburz et al. (2000)). Somit wird deutlich, dass TNF-α eine 
wichtige Rolle spielt aber nicht unabdingbar für Arthritisentwicklung ist. Interessantweise 
spielt IL-6, welches sowohl im CIA Modell und wahrscheinlich auch in der humanen RA von 
großer Bedeutung ist, im K/BxN-Modell keine Rolle. Sowohl die IL-6-/- Mäuse aber auch die 
Wildtypmäuse entwickeln nach Serumtransfer eine Arthritis deren Verlauf und Inzidenz zwi-
schen beiden Stämmen vergleichbar ist (Ji et al. (2002b)). 
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2 Material 
2.1 Mäuse 
Die Mäuse wurden soweit nicht anders angegeben unter SPF-Bedingungen (Spezifiziert Pa-
thogen Frei) von der Versuchstierzucht Marienfelde des Bundesinstituts für Risikobewertung 
(BfR) gezüchtet. Folgende Mäuse wurden eingesetzt: 
DBA/1 H2-q Haplotyp 
DBA/2 H2-d Haplotyp; die Tiere wurden vom Max-Delbrück-Zentrum in Berlin 
bezogen 
AKR H2-k Haplotyp 
B10.A H2-k Haplotyp 
B10.Q H2-q Haplotyp; die Mäuse wurden von Jackson Laboratories bezogen 
BALB/c H2-d Haplotyp 
C57BL/6 H2-b Haplotyp 
DBA/1 x C57BL/6 H2-q/b; F1 Generation einer DBA/1 und C57BL/6 Kreuzung 
SWR H2-q Haplotyp; die Mäuse wurden von Jackson Laboratories bezogen 
Mrl/lpr Diese Mäuse besitzen eine Mutation im Fas Gen. Dadurch wird weniger 
Fas mRNA exprimiert und die Mäuse leiden an einer SLE ähnlichen 
Erkrankung. 
HLA-DR4mix Diese Mäuse sind transgen für humanes HLA-DRB0401, humanes CD4 
und wurden rückgekreuzt mit H-2I-E negativen Mäusen und exprimie-
ren daher kein endogenes MHC-II. Sie befanden sich auf einem ge-
mischten Hintergrund. 
HLA-DR4-Kim Diese Tiere exprimieren eine MHC-II Chimäre aus dem humanen HLA-
DRB0401 Molekül und dem endogen Maus MHC-II. Die Tiere wurden 
auf den DBA/1 Hintergrund zurückgekreuzt. 
 
2.2 Chemikalien und Enzyme 
Acrylamid/Bisacrylamid Biorad 
Agar Roth 
Agarose Gibco 
Ammoniumchlorid Merck 
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Ampicillin Roth 
APS Sigma 
2-Mercaptoethanol Sigma 
Brefeldin A Sigma 
Bromphenolblau Sigma 
BSA Sigma 
C5-defizientes humanes Serum Sigma 
CFA Sigma 
CFDA-SE Molecular Probes 
Coomassie G-250 Sigma 
DNA aus Kälberthymus Serva 
dNTP Peqlab 
DTT Sigma 
ECL-Detektionsreagenz Amersham Biosciences 
EDTA Roth 
Essigsäure  Sigma 
Etanercept Immunex 
Ethanol Roth 
Ethidiumbromid Biorad 
ExtrAvidin-Peroxidase Sigma 
FACS Lysing solution BD Biosciences 
Glycerin Roth 
Glycin Sigma 
H2O2 Merck 
H2SO4 Sigma 
HEPES-Puffer PAA Laboratories 
HindIII New England Biolabs 
Hühner Ovalbumin Sigma 
Imidazol Sigma 
Ionomycin Sigma 
IPTG dioxanfrei Roth 
Kaliumchlorid Roth 
Kaliumhydrogencarbonat Merck 
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Kaninchen CK-M Sigma 
Kaninchen G6PI Sigma 
LB-Medium Bio101 
Magnesiumchlorid Merck 
Marker VI Vektor pBR3.28 geschnitten mit HinfI/BglI 
Methanol Roth 
Microscint Packard 
Natriumazid Sigma 
Natriumchlorid Roth 
Natriumdihydrogenphosphat Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck 
NdeI New England Biolabs 
Ni-NTA Qiagen 
NP-40 ICN 
Orange G Sigma 
Paraformaldehyd Sigma 
Peniccillin PAA Laboratories 
Perm buffer II BD Biosciences 
PMA Sigma 
Polyethylenglykol 20000 Merck 
Ponceau S Sigma 
Propidiumiodid Sigma 
Protein G Sepharose 4 Fast Flow Amersham Biosciences 
Proteinase K Sigma 
PwoI Polymerase Peqlab 
rekombinantes OspA TIB MOLBIOL 
RPMI-1640 PAA Laboratories 
SDS-PAGE Standard (Low range) Biorad 
SEB Sigma 
sensitivierte Schafserythrozyten Virion 
Streptomycin PAA Laboratories 
T4 DNA-Ligase Peqlab 
Taq Polymerase Roche Diagnostics 
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TEMED Sigma 
[Methyl-3H]-Thymidin Amersham Biosciences 
TMB-Tabletten Sigma 
Tris Roth 
TrypanBlue solution (0,4%) Sigma 
Tween-20 Merck-Schuchardt 
Wasser Millipore 
Zitronensäure Merck 
 
2.3 Antikörper 
2.3.1 Antikörper für die Verwendung im ELISA und Immunoblot 
Ziege anti-human IgG-POD Sigma; spezifisch für die γ-Kette und konjugiert mit 
Meerrettich-Peroxidase 
Ziege anti-Maus IgG-POD Sigma; spezifisch für den Fc-Teil von IgG und konju-
giert mit Meerrettich-Peroxidase 
Ziege anti-Maus IgG-Biotin Sigma; mit Biotin konjugiert 
Ziege anti-Maus IgM-POD Sigma;  spezifisch für die µ-Kette von IgM und konju-
giert mit Meerrettich-Peroxidase 
Ziege anti-Maus IgG1 Sigma; spezifisch für die schwere Kette  
Ziege anti-Maus IgG2a Sigma; spezifisch für die schwere Kette 
Ziege anti-Maus IgG2b Sigma; spezifisch für die schwere Kette 
Ziege anti-Maus IgG3 Sigma; spezifisch für die schwere Kette 
Ziege anti-Maus IgM Sigma; spezifisch für die µ-Kette von IgM 
Esel anti-Ziege IgG-POD Santa Cruz Biotechnology; 0,4mg/ml; konjugiert mit 
Meerrettich-Peroxidase 
Maus IgG Jackson Immuno Research; 11,4mg/ml 
 
2.3.2 Antikörper und Sekundärfarbstoffe für die Durchflusszytometrie 
Die Antikörper waren teilweise mit Flourescein Isothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (PE), 
Biotin, Indodicarbocyanin (Cy5) oder Allophycocyanin (APC) konjugiert. Streptavidin wurde 
entweder konjugiert mit PE oder mit Peridinin-Chlorophyll (PerCP) eingesetzt. Vor der Ver-
wendung zur Markierung von Zellen, wurden die Antikörper austitriert. 
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anti-human CD4-Biotin BD Bioscience; Klon SK3 
anti-human CD69-PE BD Bioscience; Klon L78 
anti-Maus CD3-FITC Klon 145-2C11; 0,54mg/ml; wurde am DRFZ aus dem 
Überstand eines B-Zellhybridoms aufgereinigt und mit 
FITC konjugiert 
anti-Maus CD4-Cy5 Klon GK1.5; 0,43mg/ml; wurde am DRFZ aus dem 
Überstand eines B-Zellhybridoms aufgereinigt und mit 
Cy5 konjugiert 
anti-Maus CD4-Biotin Klon GK1.5; 0,52mg/ml; wurde am DRFZ aus dem 
Überstand eines B-Zellhybridoms aufgereinigt und mit 
Biotin konjugiert 
anti-Maus CD8-PE Klon 53-C6.7; wurde am DRFZ aus dem Überstand 
eines B-Zellhybridoms aufgereinigt und mit PE konju-
giert 
Maus IgG1-FITC (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon MOPC-21 
Maus IgG1-Cy5 (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon MOPC-21 
anti-Maus CD25-Biotin BD Biosciences; Klon 7D4 
anti-Maus IL-2-APC BD Biosciences; Klon JES6-5H4 
anti-Maus IL-4-PE BD Biosciences; Klon 11B11 
anti-Maus IL-6-PE BD Biosciences; Klon MP5-20F3 
anti-Maus IL-10-PE BD Biosciences; Klon JES5-16E3 
anti-Maus IL-17-PE BD Biosciences; Klon TC11-188H10.1 
anti-Maus IFN-γ-FITC BD Biosciences; Klon XM61.2 
anti-human IFN-γ-Cy5 Klon 4SB3; 0,6mg/ml wurde am DRFZ aus dem Über-
stand eines B-Zellhybridoms aufgereinigt und mit PE 
konjugiert 
anti-Maus TNF-α-FITC BD Biosciences; Klon MP6-XT22 
anti-human TNF-α-FITC BD Biosciences; Klon MAb11 
Ratten IgG1-FITC (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon R3-34 
Ratten IgG1-PE (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon R3-34 
Ratten IgG1-APC (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon R3-34 
Ratten IgG2b-FITC (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon A95-1 
Ratten IgG2b-PE (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon A95-1 
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Ratten IgG2b-APC (Isotypkontrolle) BD Biosciences; Klon A95-1 
Streptavidin-PerCP BD Biosciences 
Streptavidin-PE BD Biosciences 
anti-Maus CD16/CD32 Klon 2.4G2; 0,6mg/ml; wurde am DRFZ aus dem  
Überstand eines B-Zellhybridoms aufgereinigt 
Beriglobin Aventis Behring; 160mg/ml 
Ratten IgG Jackson Immuno Research; 11,4mg/ml 
 
2.3.3 Antikörper für in vivo Studien 
 
anti-Maus CD25 Klon pC61.5; wurde am DRFZ aus dem Überstand ei-
nes B-Zellhybridoms aufgereinigt 
anti-Maus CD4 Klon YTS191.1; wurde am DRFZ aus dem Überstand 
eines B-Zellhybridoms aufgereinigt 
anti-Maus Komplementprotein C5 Klon BB5.1; wurde am DRFZ aus dem Überstand eines 
B-Zellhybridoms aufgereinigt 
 
2.4 Primer und Vektoren 
Alle Primer wurden von TIB MOLBIOL gekauft und auf eine Konzentration von 50µM ge-
bracht. 
 
Primer für die mG6PI-cDNA Amplifikation 
mG6PI5: 5´- ACT GAC ATA TGG CTG CGC TCA CCC – 3´ 
mG6PI3: 5´- ACT GAA GCT TAT TCT AGT TTG GTG TCC C – 3´ 
 
Sequenzierungsprimer für den Vektor pQE100S 
pQE5: 5´- CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG - 3´ 
pQE3: 5´- GCC CTG CCA CTC ATC G – 3´ 
 
Primer für die Genotypisierung der FcγRIIB-/- Mäuse 
Neo:  5´ - CTG GTG CTT TAC GGT ATC GCC - 3´ 
5´EC1   5´ - AAA CTC GAC CCC CCG TGG ATC - 3´ 
3´EC1  5´ - TTG ACT GTG TTA AAC GTG TAG - 3´ 
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Primer für die Genotypisierung der FcRγ -/- Mäuse 
Neo:  5´ - CTG GTG CTT TAC GGT ATC GCC - 3´ 
OL4087:   5´ - ACC CTA CTC TAC TGT CGA CTC AAG - 3´ 
OL4081   5´ - CTC ACG GCT GGC TAT AGC TGC CTT - 3´ 
 
Der Vektor pQE100S ist ein Geschenk von Mark Rosowski von der AG Lauster am DRFZ. 
Mit Hilfe dieses Vektors kann in Bakterien eine klonierte cDNA mit einer N-terminalen 
Histidinmarkierung exprimiert werden. 
2.5 Patientenseren 
Die eingesetzten Patientenseren stammen aus der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt  
Rheumatologie und klinische Immunologie der Charité in Berlin und aus der Medizinischen 
Klinik I des Universitätsklinikums Benjamin Franklin in Berlin. Die Seren der gesunden 
Spender stammen aus dem Deutschen Rheumaforschungszentrum in Berlin. 
2.6 Zellkulturmedien, Puffer und Lösungen 
2.6.1 Zellkulturmedien 
Kulturmedium (KM)  RPMI-1640 
10 % FCS 
100 mM HEPES 
50 µM 2-Mercapotoethanol 
100 U/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
 
Waschmedium (WM) 
RPMI-1640 
5 % Kulturmedium 
LB-Medium  25 Kapseln LB-Medium/l 
100 µg/ml Ampicillin 
Agarplatten  LB-Medium 
15 g/l Agar 
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2.6.2 Puffer und Lösungen 
2.6.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
10x Laufpuffer  30 g/l Tris-HCl 
144g/l Glycin 
10 g/l SDS 
3x Probenpuffer 0,77 g DTT 
1 g SDS 
4 ml 1M Tris/HCl pH 6,8 
5 ml Glycerin 
0,3 ml Bromphenolblau 
ad 17 ml H2O 
Coomassie-Lösung 1,6 g Coomassie G-250 
500 ml Methanol 
500 ml Eisessig 
Entfärbelösung 430 ml Methanol 
70 ml Eisessig 
500 ml H2O 
 
2.6.2.2 Agarosegelelektrophorese 
Laufpuffer (50x TAE) 242 g/l Trisbase 
57,1 ml/l 96% Essigsäure 
10% EDTA 0,5M pH 8,6 
5x Probenpuffer 50 ml Glycerin 
2 ml Tris 0,5 M pH 7,5 
1 g Orange G 
ad 100 ml H2O 
 
2.6.2.3 Immunoblot 
Transferpuffer 25 mM Tris Base 
150 mM Glycin 
20% Methanol 
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Blockpuffer 3% BSA in TBS 
TBS-Puffer 10 mM Tris/HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
TBS-Tween 10 mM Tris/HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
0,05% (v/v) Tween 20 
 
2.6.2.4 Puffer zur Aufreinigung von rekombinanter G6PI 
Lysispuffer 50 mM NaH2PO4  
300 mM NaCl 
10 mM Imidazol 
pH 8,0 
Waschpuffer 50 mM NaH2PO4  
300 mM NaCl 
20 mM Imidazol 
pH 8,0 
Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4  
300 mM NaCl 
150 mM Imidazol 
pH 8,0 
 
2.6.2.5 Puffer bei der Aufreinigung von IgG aus murinem Serum 
Bindungspuffer 20 mM Na2HPO4 
mit 20 mM NaH2PO4 auf pH 7,0 eingestellt  
 
2.6.2.6 FACS 
FACS-Puffer  (PBA)  PBS 
1 % (w/v) BSA 
0,5 % NaN3 
Lysis-Puffer 10 mM KHCO3 
155 mM NH4Cl 
0,1 mM EDTA 
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PFA 2 % in PBS 
Saponin-Puffer  0,5 % (w/v) Saponin in PBA 
     
2.6.2.7 ELISA 
Bindungspuffer  PBS 
Blockpuffer PBS 
0,5 % BSA 
Inkubationspuffer (PBT) PBS 
0,5 % BSA 
0,05 % Tween-20 
Waschpuffer PBS 
0,05 % Tween-20 
TMB-Puffer 0,2 M Na2HPO4 
0,1 M Zitronensäure 
auf pH 5,0 eingestellt 
 
2.6.2.8 Andere Puffer  
Proteinase K Verdauungspuffer 0,5 mg/ml Proteinase K 
0,1% SDS 
0,1 M NaCl 
50 mM Tris/HCl pH 8,0 
10 mM EDTA 
10 x PCR-Puffer Peqlab 
Puffer H Boehringer Mannheim 
10x Ligationspuffer  Peqlab 
Gelatin Veronal Puffer (GVB2+) Sigma 
 
2.7 Verbrauchsmaterialien 
 
Acrylküvetten Roth 
BCATM Protein Assay Kit Pierce 
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Combitips, Reaktionsgefäße  Eppendorf 
Dialyseschlauch Roth 
Filterplatten (Unifilter GF7B),  
Abdeckklebeetiketten, Versiegelungsfolie 
Packard 
Handschuhe, Kimwipes Kimberly Clark 
Hyperfilm ECL Amersham Biosciences 
Kanülen, Spritzen HSW, Braun,  
MiniCollect Röhrchen Greiner 
Pasteurpipetten Brand 
Petrischalen, Zellkulturflaschen,  
96- und 48-Muldenplatten, ELISA Platten,  
Reagents Reservoir, Plastikpipetten 
Corning/Costar 
Phosphohexose Isomerase Kit Sigma 
QIAprep® Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick® Gel extraction Kit Qiagen 
Quarzküvette Hellma 
Sterifilter 0,45µm und 0,2µm, 15- und 50 ml  
Propylenröhrchen 
Saarstedt 
Whatman Filterpapiere,  
Nitrozellulosemembran Optitran 0,45µM 
Schleicher-Schuell 
Zellsiebe (cell strainer) 70µM Falcon 
 
2.8 Geräte 
 
Agarosegelelektrophoresekammer Peqlab 
β-Szintillationszähler Topcount NXT von Packard 
Durchflusszytometer FACCalibur von Becton Dickinson 
ELISA-Lesegerät Spectra Max 250 von Molecular Devices 
Feinwaage Sartorius 
French press American Instruments 
Gel/Blot-Dokumentationsgerät Gel Doc 2000 von Biorad 
Heizblock Roth 
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Inkubatoren mit Schüttler  TH 25 von Edmund Bühler  
B6 von Heraeus  
BB16CU von Heraeus 
Kühlschränke und Gefrierschränke Liebherr 
Heraeus Herafreeze 
Magnetrührer IKA RCTbasic 
Mikroskop Zeiss  
Netzgerät Biorad PowerPac 300 
PCR-Maschine Perkin Elmer Gene Amp 2400 
pH-Meter Knick Calimatic 766 
Photometer UV-1202 von Shimadzu 
Pumpe Miniplus2 von Gilson 
Schreiber Colora Recorder 1100 
SDS-PAGE  
Elektrophoresekammer 
Biorad 
Sterilbank HeraSafe von Heraeus 
Trockenschrank T6030 von Heraeus 
Ultraschallgerät Sonoplus HD70 von Bandelin 
UV-Meter  Uvicord SII von Pharmacia  
Zellerntegerät  Harvester Filtermate 196 von Packard 
Zentrifugen Megafuge 1.0 von Heraeus  
Megafuge 1.0R von Heraeus  
Biofuge 13R von Heraeus  
Biofuge 22R von Heraeus  
Biofuge pico von Heraeus  
RC-5B von Sorvall 
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3 Methoden 
3.1 Methoden der Mikrobiologie 
3.1.1 Kultivierung von E.coli BL21(DE3) 
Der mit dem Vektor pQE100S-hG6PI bzw. pQE100S-mG6PI transformierte E.coli Stamm 
BL21(DE3) wurde bei 37°C in LB-Medium mit 100µg/ml Ampicillin kultiviert. Aus dem bei 
–70°C gelagerten Bakterienvorrat wurden 100ml LB-Medium/Amp angeimpft und über 
Nacht im Schüttler kultiviert. Dazu wurde mit Hilfe einer abgeflammten und noch heißen 
Inokulationsöse in die gefrorene Bakteriensuspension gestochen und eine kleine Menge der 
Bakteriensuspension in  das Medium überführt 
3.1.2 Expression der rekombinanten humanen und murinen G6PI 
Methode:  Auf den Plasmid  pQE100S ist das Gen lacIq lokalisiert. Dieses Gen codiert für das 
lac Repressor Protein, welches nach Expression an den lac-Operator bindet und dadurch die 
Expression der durch den lac-Operator kontrollierten Gene inhibiert. Nach Zugabe von I-
sopropyl-Thio-β-D-Galactopyranosid (IPTG) wird diese Inhibition aufgehoben. IPTG bindet 
an den Repressor und induziert eine Konformationsänderung, wodurch der Repressor vom 
Operator dissoziiert und das Gen exprimiert wird. 
Durchführung: 
Die über Nacht kultivierte Bakterienkultur wurde in 2l LB-Medium/Amp transferiert und er-
neut bei 37°C inkubiert. Bei einer optischen Dichte (OD) von 0,55 - gemessen  bei 600nm – 
wurde die Bakterienkultur mit 4 ml IPTG (1M) versetzt. Nach einer weiteren Inkubation bei 
37°C für 3h wurde die Bakteriensuspension bei 4°C  und 5000g  für 15min zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Bakterienpellet für die weitere Aufarbeitung bei –20°C 
eingefroren. 
3.2 Methoden der Molekularbiologie 
3.2.1 Klonierung der murinen G6PI-cDNA in pQE100S 
Die cDNA der murinen G6PI wurde aus einer murinen cDNA, die aus dem Herzen der Maus 
generiert wurde, über die Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert, mit den Restriktions-
enzymen HindIII und NdeI geschnitten und in den ebenfalls geschnittenen Vektor pQE100S 
ligiert. Folgender Ansatz wurde für die Amplifikation der murinen G6PI cDNA verwendet: 
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PCR-Ansatz  PCR-Programm   
10x Puffer 5µl  94° C 4 min   
Primer mG6PI5 50 pmol  94° C 0:45  min  
Primer mG6PI3 50 pmol  58° C 1 min 32 Zyklen 
DNTP´s 0,2 mM  72° C 1:45 min  
}
 
murine cDNA 0,1µg  72° C 10 min   
MgCl2 1,5 mM    4° C    ∞   
Taq/PwoI (3:1) 0,5µl (4U/µl)      
Aqua dest. ad 50µl      
 
Nach der Amplifikation wurde die amplifizierte cDNA der murinen G6PI über eine Agarose-
gelelektropherese aufgetrennt und aus dem Agarosegel mit dem QIAquick® Gel extraction Kit 
isoliert. Die cDNA und der Vektor pQE100S wurden wie folgt mit den Restriktionsenzymen 
HindIII und NdeI bei 37°C über Nacht geschnitten. 
pQE100S  mG6PI cDNA 
10x Puffer H 5µl  10x Puffer H 5µl 
HindIII 20 U  HindIII 20U 
NdeI 20 U  NdeI 20U 
pQE100S 2,5µg  mG6PI cDNA 28µl Eluat 
Aqua dest. ad 50µl  Aqua dest. ad 50µl 
 
Anschließend wurde die DNA erneut über ein Agarosegel aufgetrennt und mit dem QIA-
quick® Gel extraction Kit isoliert. Die isolierten DNA Fragmente wurden mit Hilfe der T4 
Ligase über Nacht bei 16°C ligiert und der generierte Vektor pQE100-mG6PI über einen Hit-
zeschock von 45s bei 42° C in den Bakterienstamm BL21(DE3) transformiert und auf Ampi-
cillin-haltigen Agarplatten ausplattiert. Für die Ligation wurde folgender Ansatz benutzt:  
 Ligation von pQE100s und der mG6PI cDNA  
 pQE100S (HindIII/NdeI verdaut) 1µl Eluat  
 mG6PI cDNA (HindIII/NdeI verdaut) 4µl Eluat  
 T4 DNA Ligase 1 U  
 T4 10x Puffer 1µl  
 Aqua dest. ad 10µl  
 
Von 10 Kolonien wurden aus einer 3ml Kultur mit dem QIAprep® Miniprep Kit Plasmide 
isoliert und das ligierte cDNA Fragment über einen HindIII/NdeI Inkubation ausgeschnitten. 
Die Größe des Fragments wurde auf einem Agarosegel kontrolliert. Sowohl die für die Ex-
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pression von rhG6PI als auch von rmG6PI verwendeten Vektoren in dieser Arbeit wurden 
einer Doppelstrang-Sequenzierung durch die Firma AGOWA unterzogen. Der Vektor 
pQE100S-hG6PI wurde in der Diplomarbeit kloniert und lag daher schon vor.   
3.2.2 Agarosegelelektrophorese 
1g Agarose wurde mit 100ml TAE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle für ca. 1min bei 
600W aufgekocht. Nachdem die Agarose bis auf Handwärme abgekühlt war, wurden 5µl  
Ethidiumbromid (10mg/ml) zugesetzt und das Gel gegossen. Dabei wurde besonders darauf 
geachtet, dass keine Luftblasen entstanden. Die Proben wurden im Verhältnis 7:1 mit Proben-
puffer versetzt, aufgetragen und bei 100V aufgetrennt. Als Laufpuffer diente wieder TAE-
Puffer. Nach dem Lauf wurden die DNA-Fragmente durch UV-Licht sichtbar gemacht, bei 
Bedarf ausgeschnitten, dokumentiert und auf einem elektronischen Datenträger gesichert. Um 
die Größe der detektierten Banden bestimmen zu können, wurden zusätzlich immer auch ein 
Größenstandard auf das Gel aufgetragen. 
3.3 Methoden der Proteinbiochemie 
3.3.1 Aufreinigung der G6PI 
Methode:  Das im E.coli Stamm überexprimierte G6PI enthält am N-Terminus eine Markie-
rung aus 6 Histidinresten. Diese Histidinreste koordinieren mit Ni2+, welches mit Säuren der 
Matrix koordiniert ist und einen Chelatkomplex bilden. Dadurch werden die mit Histidin 
markierten Proteine an die Matrix gebunden. Durch Erhöhung der Imidazolkonzentration im 
Elutionspuffer wird das Protein von der Säule verdrängt und kann eluiert werden. 
Durchführung: Die gesamte Aufreinigung wurde auf Eis bzw. bei 4°C durchgeführt. Das Bak-
terienpellet der 2l Expressionskultur (siehe 3.1.2) wurde mit 20ml Lysispuffer resuspendiert. 
Anschließend wurden die Bakterien über eine french press aufgeschlossen. Das Lysat wurde 
für 1h bei 13000g und 4° C zentrifugiert, um die schweren Zellfragmente zu pelletieren. Der 
Überstand wurde auf 100ml mit Lysispuffer verdünnt und über eine mit Lysispuffer äqui-
librierte Ni-NTA Säule (5ml) geben. Die gesamte Aufreinigung wurde mit einer Flussge-
schwindigkeit von ca. 1 ml/min durchgeführt. Anschließend wurde die Säule mit 100ml 
Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit ca. 50ml Elutionspuffer. Das Eluat wurde 
über Nacht gegen PBS dialysiert. Die Proteinlösung im Dialyseschlauch wurde in PEG20000 
eingelegt und dadurch aufkonzentriert. Die konzentrierte Proteinlösung wurde steril filtriert 
und die Konzentration über das BCATM Protein Assay Kit bestimmt. Die Reinheit der Präpa-
ration wurde in einem 12%igen SDS-Gel überprüft. 
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3.3.2 IgG-Aufreinigung 
Methode: Die Aufreinigung der IgG-Antikörper aus dem Serum von arthritischen Mäusen 
erfolgte über Affinitätschromatographie, wobei Protein G an die Säulenmatrix gebunden war. 
Protein G ist ein Zelloberflächenprotein aus Streptokokken der G-Klasse und hat eine hohe 
pH-abhängige Affinität zu murinen IgG-Antikörpern. Durch Absenken des pH-Wertes nimmt 
die Affinität ab und an Protein G gebundene Antikörper können eluiert werden.  
Durchführung: Serum aus arthritischen Mäusen wurde gewonnen und gemischt. 15ml des 
Serums wurden bei 4°C für 30min bei 10000g zentrifugiert. Der Überstand wurde auf 150ml 
mit Bindungspuffer aufgefüllt und über eine mit 200ml Bindungspuffer äquilibrierte Sepharo-
se Säule gegeben, die mit Protein G gekoppelt war. Die Säule wurde anschließend mit 200ml 
Bindungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 0,1M Glycin pH 2,8 über eine automati-
sierte Antikörperreinigungsanlage, die über einen UV-Detektor und ein Schreibgerät verfügte. 
Das Eluat wurde sofort mit 1M Tris/HCl pH 9,0 neutralisiert, über Nacht gegen PBS dialy-
siert, mit PEG20000 aufkonzentriert und steril filtriert. Die Konzentration der Antikörper 
wurde über die Absorption bei 280nm photometrisch bestimmt. 
3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Reinheit der G6PI Aufreinigung sowie der kommerziellen G6PI Präparation aus dem 
Muskel der Kaninchen wurde über SDS-PAGE bestimmt. Die SDS-PAGE wurden zusätzlich 
für die Immunoblotanalyse der Patientenseren eingesetzt. Standardmäßig wurde ein 12%iges 
SDS-Polyacrylamidgel gegossen: 
Trenngel 12%  Sammelgel 5% 
30% Acrylamid/Bisacrylamid 8,0ml  30% Acrylamid/Bisacrylamid 0,83ml
Aqua dest. 6,6ml  Aqua dest. 3,4ml 
1,5 M Tris pH 8,8 5,0ml  1,0 M Tris pH 6,8 0,63ml
10% SDS 0,2ml  10% SDS 0,05ml
10% APS 0,2ml  10% APS  0,05ml
TEMED 8µl  TEMED 5µl 
 
Die Proteinproben (5-10µg) wurden im Verhältnis 1:3 mit reduzierenden Probenpuffer ver-
setzt, für 5min bei 95° C denaturiert und anschließend aufgetragen. Um die Größe der Banden 
später bestimmen zu können, wurde zusätzlich ein Proteinstandard aufgetragen. Der Gellauf 
wurde bei 200V durchgeführt. Nachdem der Farbmarker das Gel verlassen hatte, wurde der 
Lauf gestoppt und die Gele über Nacht unter Schütteln mit einer Coomassie-Färbelösung an-
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gefärbt. Anschließend wurden die Gele kurz mit Wasser gespült und solange in Entfärberlö-
sung geschüttelt bis das Ergebnis zufriedenstellend war. Die Gele wurden dokumentiert und 
auf einem elektronischem Datenträger festgehalten. Gele, die für die Immunoblots eingesetzt 
wurden, wurden nicht gefärbt.   
3.3.4 Immunoblot 
Die Proteine der rekombinanten humanen G6PI (rhG6PI) und der kommerziellen Kaninchen 
G6PI Präparation wurden über ein 12%iges SDS-Gel aufgetrennt (siehe 3.2.4). Die Proteine 
in diesem Gel wurden auf Nitrozellulosemembran transferiert. Dieser Transfer wurde in 
Transferpuffer in einem speziellen Transfereinsatz für die SDS-Gelkammer vorgenommen, in 
dem das Gel in direktem Kontakt zur Nitrozellulosemembran umgeben von Whatmanfilterpa-
pieren stand. Der Transfer wurde für 1h bei 100V durchgeführt. Um den Erfolg des Transfers 
zu überprüfen, wurde die Membran mit Ponceau S angefärbt und die Markerbanden markiert. 
Um unspezifische Antikörperbindungen zu blockieren, wurde die Membran für eine Stunde 
mit 3% BSA in TBS Puffer unter Schütteln inkubiert und anschließend dreimal mit 
TBS/Tween-Puffer 10min bei Raumtemperatur gewaschen. Anschließend wurde die Memb-
ran für eine Stunde mit 1:200 verdünnten Patientenseren in TBS/BSA/Tween Puffer inkubiert 
und erneut dreimal mit TBS/Tween Puffer für 10 min gewaschen. Dann wurde die Membran 
mit 1:5000 verdünntem Ziege-anti-human-IgG Antikörper, der mit Peroxidase konjugiert war, 
in TBS/BSA/Tween Puffer für 1h  bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal gewaschen. Die 
Membran wurde leicht angetrocknet. Dann wurde die Membran für ca. 1min in frisch ange-
setzte ECL-Detektionsreagenz eingelegt und anschließend vorsichtig in Folie eingewickelt. 
Die spezifische Bindung von IgG Antikörpern wurde in der Dunkelkammer nach Belichten 
und Entwickeln eines speziellen ECL-Films detektiert. 
3.3.5 Enzymaktivität der G6PI 
Methode:  Die G6PI katalysiert die Umwandlung von Fruktose-6-phosphat zu Glukose-6-
phosphat. Die Enzymaktivität der G6PI wurde indirekt über die Oxidation von Glukose-6-
phosphat zu 6-Phosphoglukonat bestimmt. Diese Reaktion wird von der Glukose-6-phosphat 
Dehydrogenase katalysiert bei der gleichzeitig NAD zu NADH reduziert wird. Die Umwand-
lung von NAD zu NADH kann photometrisch bei 340nm verfolgt werden. Nach dem Gesetz 
von Lambert und Beer ist die Konzentrationsänderung von NADH proportional zur Absorpti-
onsänderung. Dabei gilt dann: 
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Eine Einheit (U) ist dabei als die Enzymmenge definiert, die 1µmol Fruktose-6-phosphat zu 
Glukose-6-phosphat pro Minute bei 25°C umsetzt. Je nachdem, ob die U/ml Serum oder die 
U/mg Protein bestimmt werden sollten, musste die entsprechende Verdünnung des Serums 
oder eingesetzte Menge Enzym mit einberechnet werden.  
Durchführung: Die Enzymaktivität der G6PI im Serum unterschiedlicher Mausstämme bzw. 
der rekombinant hergestellten Proteine wurde mit einem Phosphohexose Isomerase Kit ermit-
telt. Die Reaktionslösung wurde nach Angaben des Herstellers angesetzt und auf Raumtempe-
ratur erwärmt. Zur Bestimmung der Enzymaktivität im Mausserum wurden 500µl der Reakti-
onslösung in eine Quarzküvette überführt. Der Beginn der Messung wurde durch Zugabe von 
10µl Serum markiert. Anschließend wurde die Änderung der Absorption bei 340nm über 
5min photometrisch verfolgt. Über die Zunahme der Absorption/min unter Berücksichtung 
der Verdünnung wurde die Enzymaktivität bestimmt. Zur Bestimmung der Enzymaktivität der 
rekombinanten G6PI wurde die G6PI mit PBS auf eine Konzentration von 6µg/ml gebracht. 
666µl der Reaktionslösung wurden erneut in der Quarzküvette mit 22µl G6PI gemischt und 
die Absorption bei 340nm für 6min photometrisch verfolgt und die Enzymaktivität bestimmt. 
3.3.6 MALDI-MS Analyse 
Ein Protein der kommerziellen G6PI Präparation aus dem Muskel von Kaninchen wurde über 
das Massenspektrum des Proteins nach MALDI-MS (engl.: matrix assisted laser desorption-
ionization mass spectometry) Analyse identifiziert. Die G6PI Präparation wurde über ein 
12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert 
(siehe 3.2.4 und 3.2.5). Die entsprechende Proteinbande im Gel bzw. auf der Membran wurde 
ausgeschnitten und der MALDI-MS Analyse zugeführt. Die gesamte weitere Aufarbeitung 
inklusive Trypsinverdau des Proteins, Aufnahme des Massenspektrums und Auswertung des 
PMF (engl.: peptide mass fingerprint) wurde von Monika Schmidt und Dr. Peter R. Jungblut 
am Max-Planck Institut für Infektionsbiologie in Berlin durchgeführt. 
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3.4 Methoden der Zellbiologie 
3.4.1 Zellkultur 
Bei der Kultivierung von Zellen wurden bestimmte Verhaltensregeln beachtet, um steriles 
Arbeiten zu gewährleisten. Zur Gewinnung von Zellen aus der Milz und den Lymphknoten 
wurden die Scheren und Pinzetten für 5min abgekocht und anschließend in 70% Ethanol ein-
gelegt. Sämtliche andere Geräte, Puffer und Medien wurden autoklaviert oder sterilfiltriert. 
Beim Umgang mit eukaryotischen Zellen wurde ausschließlich unter der Sterilbank gearbei-
tet. Die eukaryotischen Zellen wurden immer bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95% sowie 
einer CO2 Konzentration von 5% mit Kulturmedium (KM) kultiviert. 
3.4.2 Gewinnung von Zellen aus der Milz und den Lymphknoten 
Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet. Bevor die Milz und Lymphknoten 
entnommen wurden, wurde der Körper der Maus mit 70% Ethanol besprüht. Anschließend 
wurden die Mäuse seziert und die Milz und die inguinalen Lymphknoten entnommen. Die 
Organe wurden in ein Organsieb überführt, mit Hilfe eines Stempels zerrieben und die Zell-
suspension in Waschmedium (WM) überführt. Das Homogenat wurde nun bei 470g und 4°C 
für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde resuspendiert und das Lymphknotenhomogenat mit 
KM aufgefüllt, durch ein 70µm Zellsieb gegeben und nach Zellzahlbestimmung in der Neu-
bauer Zählkammer auf eine bestimmte Konzentration gebracht. Auch das Milzhomogenat 
wurde resuspendiert. Zusätzlich wurden jedoch die Erythrozyten durch Zugabe von 10 ml 
Lysispuffer und 8 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. Während der Lyse wurde 
die Zellsuspension über ein 70 µm Zellsieb gegeben, um Zelldebris zu entfernen. Danach 
wurde die Lyse durch Zugabe von 30ml Waschmedium unterbrochen und die Zellsuspension 
erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde resuspendiert und mit KM aufgefüllt. 
3.4.3 Gewinnung von Zellen aus dem Blut 
Blut wurde aus Mäusen gewonnen und in einem MiniCollect®  Röhrchen gesammelt (siehe 
3.5.3). Das Blut wurde in Polystyrenröhrchen überführt und mit 3ml Lysispuffer versetzt und 
für 8 min inkubiert, um die Erythrozyten zu lysieren. Anschließend wurden die Röhrchen mit 
PBA (PBS/BSA/Azid) aufgefüllt und für 5min bei 470g und 4°C zentrifugiert. Je nachdem, 
ob noch viele Erythrozyten im Pellet vorhanden waren, wurden die Zellen resuspendiert und 
erneut mit Lysispuffer versetzt und zentrifugiert. Die Zellen wurden anschließend einmal mit 
PBA gewaschen und konnten dann für die durchflusszytometrische Messung weiter verarbei-
tet werden. 
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3.4.4 Proliferationstest 
Mit Hilfe des Proliferationstestes kann festgestellt werden, ob Zellen einer Lymphknotensus-
pension nach Stimulation mit einem Antigen proliferieren. Die Proliferation der Zellen wird 
dabei über den 3H-Thymidineinbau verfolgt, der im β-Szintillationszähler gemessen werden 
kann.  2x105 Zellen der inguinalen Lymphknoten der untersuchten Mausstämme wurden in 
200µl KM für 72h in den Mulden einer 96 Muldenplatte entweder mit 10µg/ml rhG6PI oder 
mit PBS bei 37°C im Inkubator stimuliert. Für die letzten 18h wurde der Kultur zusätzlich 
1µCi 3H-Thymidin zugefügt und weiter  bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden nun  mit Hilfe 
eines Zellerntegerätes auf Szintillationsfilterplatten transferiert. Die Filterplatten wurden bei 
65°C für 20 min getrocknet. Auf jeden Filter wurden 40 µl Szintillationsflüssigkeit pipettiert. 
Anschließend wurden die Filterplatten versiegelt und im β-Szintillationszähler für 1min / Fil-
ter gemessen. Die Proliferation wurde in Form des Stimulationsindex angegeben. Der Stimu-
lationsindex ist der Quotient aus den gemessenen mittleren Dreifachmessungen nach Resti-
mulation mit rhG6PI und den gemessenen mittleren Dreifachmessungen der unstimulierten 
mit PBS kultivierten Kultur. 
3.4.5 Komplementaktivitätstest 
Beim Komplementaktivitätstest wurde die Fähigkeit des murinen Serums zur Lyse sensitivier-
ter Erythrozyten aus dem Schaf nach Depletion des Komplementproteins C5 untersucht. Die 
zu testenden Seren behandelter und unbehandelter Mäuse wurden 1:10 in GVB2+ Puffer ver-
dünnt. Für die Lyse wurde auch humanes Serum benötigt. Da der Erfolg der C5 Depletion 
untersucht wurde, wurde C5 defizientes humanes Serum verwendet und 1:10 in GVB2+ Puffer 
verdünnt. Pro Messung wurden als Dreifachbestimmung 50µl einer Suspension aus sensiti-
vierten Schafserythrozyten wurde in eine Mulde einer rundbodigen 96-Muldenplatte über-
führt.  Zusätzlich wurden zu den 50µl der Erythrozyten je 25µl des verdünnten murinen Se-
rums als auch des verdünnten humanen Serums zugegeben. Zur Kontrolle wurden die muri-
nen und das humane Serum auch einzeln zu den Erythrozyten gegeben und auf 100µl mit 
GVB2+ aufgefüllt. Um die Hintergrundlyse zu bestimmen, wurden die Erythrozyten aus-
schließlich mit GVB2+ auf 100µl aufgefüllt. Für die maximale Lyse wurden die Erythrozyten 
mit 50µl NP-40 (0,1%) gemischt. Anschließend wurde die Platte für 45min bei 37°C im In-
kubator inkubiert und dann für 10min bei 800g zentrifugiert. 50µl des Überstandes wurden 
abgenommen und bei 415nm photometrisch vermessen. Die Lyse berechnete sich wie folgt:  
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3.4.6 ELISA 
Methode: Antikörper, die spezifisch für ein Antigen sind, können über einen ELISA (engl.: 
enzyme linked immunosorbent assay) detektiert werden. Beim ELISA wird das nachzuwei-
sende Antigen an die Matrix einer speziellen 96-Muldenplatte gebunden. Antikörper aus Se-
rum, die das Antigen spezifisch binden, verbleiben auf der Platte. Der Nachweis dieser Bin-
dung erfolgt über einen zweiten Antikörper, der spezifisch Antikörper eines Isotyps einer 
Spezies erkennt und mit Biotin oder direkt mit einer Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist. 
Biotin besitzt eine hohe Bindungsaffinität zu Streptavidin, das an eine Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelt vorlag. Diese Peroxidase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid zu Was-
ser und Sauerstoff in Gegenwart des Elektronendonors Tetramethylbenzidin (TMB). Der E-
lektronendonor wird bei dieser Reaktion oxidiert, was durch einen Farbumschlag sichtbar 
wird.  
 TMB (reduzierte Form) → TMB + 4e- (blau)  
     
 2 H2O2  + 4e → 4 H2O + O2  
 
Insgesamt wurden unterschiedliche ELISA in dieser Arbeit durchgeführt. Bei allen ist der 
allgemeine Ablauf gleich gewesen. Daher folgt erst eine Beschreibung der mit Mausserum 
durchgeführten G6PI ELISA. Anschließend wird auf die unterschiedlichen Antigene und Be-
sonderheiten bei der Durchführung der anderen ELISA eingegangen. 
 
Durchführung: 100 µl der rhG6PI oder rmG6PI (5µg/ml) in PBS (Beschichtungslösung) wur-
de in jede Mulde einer  96-Muldenplatte für ELISA überführt und über Nacht bei 4°C inku-
biert. Die Lösung wurde dann ausgeschüttelt und die Platten auf Zellstoff kurz abgeklopft. 
Unspezifische Bindungen wurden danach durch Zugabe von 100 µl Blockierungspuffer 
(PBS/BSA) und Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Anschließend wurden 
die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit 100µl Serum in unterschiedlichen 
Verdünnungen (1:100 – 1:409.600) als Tripletts in PBT (PBS/BSA/Tween) inkubiert. Nach 
1h wurden die Platten erneut dreimal gewaschen. Zur Detektion wurden die Platten mit 100 µl 
eines Ziege-anti-Maus-IgG Antikörpers in PBT inkubiert. Dieser Antikörper war entweder 
direkt mit einer Peroxidase konjugiert (Verdünnung 1:1.000) oder mit Biotin (Verdünnung 
1:500) gekoppelt. Im Fall des biotinylierten Antikörpers wurde die Platte erneut  gewaschen 
und mit 100µl ExtrAvidin® (dem Streptavidin-Peroxidase-Komplex) in PBT bei einer Ver-
dünnung von 1:1.000 für 30 min inkubiert. Der Farbreaktion erfolgte nach gründlichem Wa-
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schen durch Zugabe von 100µl einer frisch hergestellten Lösung aus 10 ml TMB-Puffer pro 
Tablette TMB und 4 µl  30%igem H2O2.  Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50µl 
12,5%iger H2SO4 gestoppt, nachdem die Negativkontrolle anfing, blau zu werden. Durch Zu-
gabe von H2SO4 erfolget ein Farbumschlag von blau zu gelb und die Absorption wurde in 
einem ELISA-Meßgerät bei 450 nm bestimmt.  
 
Isotypspezifischer ELISA gegen rhG6PI mit murinen Seren: 
Die ELISA Platten wurden mit rhG6PI (5µg/ml) in PBS beschichtet. Das Mausserum wurde 
seriell von 1:100 – 1:409.600 verdünnt. Für die Detektion der unterschiedlichen Isotypen 
wurden die Platten mit Ziege-anti-Maus-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3 und IgM Antikörpern 
(1:1.000) in PBT inkubiert. Die Bindung der isotypspezifischen Antikörper wurde mit einem 
Peroxidase-gekoppelten Esel-anti-Ziege-IgG Antikörper (1:3.000) in PBT detektiert.  
 
G6PI und Kreatinkinase M-Kette (CK-M) ELISA mit humanem Serum: 
Die ELISA Platten wurden mit rhG6PI, kommerziellen Kaninchen G6PI oder kommerzieller 
Kreatinkinase M-Kette in PBS inkubiert. Die Proteinlösung hatte dabei eine Konzentration 
von 5µg/ml. Die eingesetzten humanen Seren waren 1:50 in PBT verdünnt. Die Detektion 
erfolgte mit einem Peroxidase gekoppelten Ziege-anti-human-IgG Sekundärantikörper, der 
1:5.000 in PBT verdünnt wurde.  
 
Kollagen II ELISA mit Mausserum: 
Die ELISA Platten wurden mit murinem Kollagen II (4µg/ml) in PBS beschichtet. Die Seren 
wurden seriell von 1:100 – 1:409.600 in PBT verdünnt.  Die Detektion erfolgte mit einem 
Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgG Sekundärantikörper, der 1:1.000 in PBT ver-
dünnt wurde.  
 
Rheumafaktoren (anti-IgG-Maus-IgM) 
Die ELISA Platten wurden mit murinem IgG (2µg/ml) in PBS beschichtet. Die Seren wurden 
seriell von 1:100 – 1:6.400 in PBT verdünnt. Die Detektion erfolgte mit einem Peroxidase-
gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgM Sekundärantikörper, der 1:5.000 in PBT verdünnt wurde.  
 
anti-dsDNA- ELISA 
Die ELISA Platten wurden zuerst für 24h mit PBS/BSA (1mg/ml) bei 4°C inkubiert. An-
schließend wurden die Platten mit doppelsträngiger DNA (10µg/ml) in PBS für weitere 24h 
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beschichtet. Die Seren wurden seriell von 1:100 – 1:6.400 in PBT verdünnt. Die Detektion 
erfolgte mit einem Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgG Sekundärantikörper, der 
1:1.000 in PBT verdünnt wurde. 
3.4.7 Durchflusszytometrie 
3.4.7.1 Methode 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen aufgrund der Expression von Oberflä-
chenmolekülen oder Zytokinen unterschieden und getrennt werden. Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelte monoklonale Antikörper gegen verschiedenen Oberflächenproteine oder Zytokine 
werden für die Markierung der Zellen eingesetzt. Bei der Analyse sind die Zellen umgeben 
von einem Flüssigkeitströpfchen und passieren einen fokussierten Laserstrahl. Das von den 
Zellen in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht wird als sogenanntes Vorwärtsstreulicht 
(engl.: forward scatter FSC) gemessen. Das hinter dem Strahl gemessene Licht ist das Seiten-
streulicht (engl.: side scatter SSC) und das emittierte Fluoreszenzlicht der Antikörper-
Fluoreszenz-Konjugate. Das Fluoreszenzlicht der verschiedenen Fluorochrome wird durch 
optische Filter nach Wellenlängen getrennt und von Lichtsensoren verarbeitet. Insgesamt 
können von dem Messgerät 6 Parameter gleichzeitig bestimmt werden. Über das Vorwärts-
streulicht und Seitenstreulicht werden Aussagen über die Größe und Granularität gemacht. 
Der in dieser Studie verwendete FACSCalibur kann zusätzlich noch 4 Fluoreszenzfarbstoffe 
analysieren. Die Fluoreszenzintensität 1 (FL1) ist proportional zur Intensität der Anfärbung 
mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC). FITC hat ein Absorptionsmaximum bei 495 nm und 
eine Emissionsmaximum bei 519 nm. FL2 ist proportional zur Anfärbung mit R-
Phycoerythrin (PE), welches ein Absorptionsmaximum bei 498 nm und Emissionsmaximum 
bei 578 nm hat. FL3 ist proportional zur Anfärbung mit Peridinin-Chlorophyll (PerCP),  wel-
ches ein Absorptionsmaximum bei 490 nm und Emissionsmaximum bei 675 nm hat.  FL4 ist 
proportional zur Anfärbung mit Indodicarbocyanin (Cy5), welches ein Absorptionsmaximum 
bei 650 nm und Emissionsmaximum bei 670 nm hat. Dieser Farbstoff wird mit einem zusätz-
lichen Laserstrahl angeregt. 
3.4.7.2 Oberflächenfärbung 
Die gesamte Vorbereitung und Markierung von Zellen mit fluoreszenzmarkierten monoklona-
len Antikörpern wurde in FACS-Puffer (PBA) auf Eis durchgeführt. Die Markierung der Zel-
len wurde in 100µl PBA durchgeführt. Je nach Anwendung wurden bis maximal 1x107 Zellen 
in ein Polystyrenröhrchen überführt. Anschließend wurde die Röhrchen mit PBA aufgefüllt 
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und bei 4°C und 470g für 5min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal wieder-
holt. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in dem Restvolumen von ca. 70µl re-
suspendiert. Um die unspezifische Bindung von Antikörpern an Fc-Rezeptoren zu verhindern, 
wurden die Zellen mit Ratten IgG und antiCD16/CD32 in PBA für 10min inkubiert. An-
schließend wurden die Detektionsantikörper in PBA für weitere 10min zugefügt. Die Kon-
zentration der eingesetzten Antikörper wurde zuvor austitriert, betrug aber ca. 1µg pro Fär-
bung. Danach wurden die Zellen mit PBA gewaschen und, wenn nötig, für weitere 10min in 
100µl mit einem streptavidinkonjugierten Farbstoff inkubiert und dann gewaschen. Die Zellen 
wurden dann in 100 bis 300µl PBA aufgenommen, bei Bedarf mit Propidiumiodid versetzt, 
um die toten Zellen ausschließen zu können, und am FACSCalibur analysiert. Die Auswer-
tung wurde mit dem Programm FCSExpress durchgeführt. 
3.4.7.3 Intrazelluläre Färbung muriner Zellen 
Vor der intrazellulären Färbung der Zytokine wurden 3x106 Zellen aus den inguinalen 
Lymphknoten und der Milz 6 Stunden mit 10µg/ml rhG6PI in 1ml KM restimuliert. Nach 2 
Stunden wurden die Zytokinsekretion durch Zugabe von 5 µg/ml Brefeldin A gestoppt. Neben 
den mit Antigen stimulierten Zellen wurden als Positivkontrolle auch Zellen mit 5 ng/ml 
PMA und 1 µg/ml Ionomycin stimuliert. Nach der Stimulation wurde die Zellsuspension in 
Polystyrenröhrchen überführt, gewaschen und gegen CD4 gefärbt. Bevor die Zellen intrazel-
lulär angefärbt werden konnten, mussten sie fixiert werden. Dazu wurden die Zellen einmal 
mit PBA und anschließend mit PBS gewaschen. Nachdem der Überstand verworfen wurde 
und das Pellet resuspendiert wurde, wurden die Zellen in 500µl 2% PFA für 20 min bei 
Raumtemperatur fixiert. Durch Zugabe von 500µl PBA wurde die Fixierung gestoppt. An-
schließend wurden die Zellen zweimal mit PBA gewaschen und konnten über Nacht bei 4°C 
gelagert werden. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit dem Sekundärfarbstoff SA-PerCP 
angefärbt und schließlich gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Saponinpuffer gewa-
schen, der die Zellmembran permeabilisiert. Die Zellen wurden mit den entsprechenden De-
tektionsantikörpern in Saponinpuffer für 10min markiert und anschließend zweimal mit Sa-
poninpuffer und einmal mit PBA gewaschen. Die Zellen wurden dann in 300µl PBA aufge-
nommen und am FACSCalibur analysiert. 
3.4.7.4 Intrazelluläre Färbung humaner Zellen 
1 ml heparinisiertes Blut oder 1x106 mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) 
wurden für 6 Stunden mit 1µg/ml anti-CD28 und zusätzlich mit 1µg/ml des Superantigens 
SEB als Positivkontrolle, 10µg/ml rhG6PI und 10µg/ml bzw. 44µg/ml der irrelevanten Anti-
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gene Hühner-Ovalbumin bzw. rekombinantes Histidin-markiertes OspA (outer surface protein 
A) der Spirochete Borrelia burgdorferi in Polypropylenröhrchen restimuliert. Nach 6h wurde 
100µl eiskaltes 2mM EDTA in PBS zu den Zellen gegeben und für 15min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Anschließend wurden die Erythrozyten, sofern erforderlich, für 10min mit 9ml 
FACS™ Lysing Lösung lysiert. Dann wurden die Zellen bei Raumtemperatur mit 500g zentri-
fugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde resuspendiert und die Zellen mit 500µl 
Perm buffer II® für 10min fixiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBA gewa-
schen und mit den Detektionsantikörpern in PBA gefärbt. Zur Vermeidung unspezifischer 
Bindungen der Detektionsantikörper an Fc-Rezeptoren wurden die Zellen gleichzeitig auch 
mit Beriglobin inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und wie beschrieben 
analysiert. 
3.4.7.5 Färbung mit CFDA-SE 
Um die Proliferation von stimulierten Lymphknotenzellsuspensionen zu verfolgen, wurde der 
Farbstoff CFDA-SE eingesetzt. CFDA-SE (5-(6) Carboxyflourescein Diacetat, succinimidyl 
Ester) ist ein nichtpolarer Farbstoff, der durch die Zellmembran in das Zellinnere eindringt 
und dort durch zelleigene Esterasen aktiviert wird und grün fluoresziert. Außerdem kann 
CFDA-SE mit freien Amingruppen reagieren und bleibt dadurch dauerhaft in den Zellen. 
Nach einer Zellteilung verteilt sich das CFDA-SE zu gleichen Teilen auf die Tochterzellen, 
wodurch die Fluoreszenzintensität zur Hälfte abnimmt.  2x107 Zellen der inguinalen Lymph-
knoten wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschließend in einem Volumen von 2 ml in 
PBS resuspendiert. Danach wurden die Zellen 1:1000 mit der 5µM CFDA-SE Lösung ver-
setzt und für genau 4 min bei Raumtemperatur bei dreimaligem Schwenken inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch dreimaliges Waschen mit Kulturmedium gestoppt. Anschließend wur-
den 2x106 Zellen in 1ml Kulturmedium ausplattiert und mit 10µg/ml rhG6PI oder rmG6PI für 
drei Tage restimuliert. Zur FACS-Analyse wurden die Zellen mit Antikörpern gegen das O-
berflächenprotein CD4 gefärbt und analysiert.    
3.5 Tierversuche 
3.5.1 Genotypisierung der Fcγ-Rezeptor defizienten Mäuse 
Für die Genotypisierung der Fcγ-RIIB-/- DBA/1 und FcR-γ-/- DBA/1 Mäuse wurde den Mäu-
sen ca. 0,5cm des Schwanzendes abgeschnitten. Aus diesen Schwanzproben wurde die geno-
mische DNS isoliert. Dazu wurden die Proben über Nacht bei 55°C mit 300µl eines Proteina-
se K haltigen Verdauungspuffers inkubiert. Zu den verdauten Proben wurde 300µl Rotiphenol 
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gegeben, vorsichtig gemischt und für 5min bei 16.000g zentrifugiert. 150µl der wässrigen 
Phase wurden abgenommen und die darin enthaltene DNS durch Zugabe von 300µl Ethanol 
und 90µl Natriumacetat gefällt und für 20min bei 16.000g pelletiert. Anschließend wurde das 
Pellet mit 500µl 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 150µl destilliertem Was-
ser resuspendiert. Mit der gewonnenen DNS wurde folgende PCR durchgeführt: 
 
FcγRIIB-/- PCR  FcR-γ-/- PCR 
10x Puffer 2µl  10x Puffer 2µl 
Primer Neo 0,22 µM  Primer Neo 0,22 µM 
Primer 5´EC1 0,22 µM  Primer OL4087 0,22 µM 
Primer 3´EC1 0,22 µM  Primer OL4081 0,22 µM 
MgCl2 4,4 mM  MgCl2 4,4 mM 
dNTP´s 0,2 mM  dNTP´s 0,2 mM 
Taq Polymerase 1 U  Taq Polymerase 1 U 
DNA 0,5 µl  DNA 0,5 µl 
aqua dest. ad 20 µl  aqua dest. ad 20 µl 
 
 PCR-Programm    
 94°C 4 min    
 94°C 30s   
 60°C 30s 30 Zyklen  
 72°C 40s 
}
  
 72°C 10 min    
 4°C ∞    
 
Das PCR Produkt wurde auf einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt und die Banden unter 
dem UV-Licht detektiert. Folgende Banden wurden erwartet: 
 
Fcγ-RIIB-/- DBA/1: wt: 161 Bp 
 -/-: 232 Bp 
   
FcR-y-/- : wt: 224 Bp 
 -/- 302 Bp 
 
3.5.2 Immunisierung 
Für die Immunisierung wurde eine Emulsion aus komplettem Freundschen Adjuvans (CFA) 
und der Proteinlösung mit rhG6PI, rmG6PI oder kommerziellen Kaninchen G6PI hergestellt.  
Für die Immunisierung wurde die Proteinlösung mit PBS verdünnt und mit dem gleichen Vo-
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lumen CFA in einem 2ml Eppendorfgefäß gemischt. Bei Immunisierung mit denaturierter 
rhG6PI wurde die Proteinlösung zuvor noch für 5min bei 95°C gekocht und anschließend 
wieder auf 4°C abgekühlt. Das Gemisch mit zwei Phasen wurde für einige Sekunden mit Ult-
raschall behandelt, bis eine weiße, feste Emulsion entstand. Diese Emulsion wurde luftblasen-
frei in eine Spritze aufgezogen. Je 100µl der Emulsion wurden links und rechts an der 
Schwanzbasis subkutan injiziert. Der Ort der Injektion wurde vorher mit 70%igem Ethanol 
vorsichtig desinfiziert. Die Mäuse wurden mit 200-500µg Protein immunisiert. Zur Kontrolle 
wurden einige Mäuse auch nur mit PBS in CFA immunisiert. Nach der Immunisierung wur-
den die Mäuse in den Käfig zurückgesetzt und so lange beobachtet bis die Vitalitätszeichen 
dem Normalzustand entsprachen. 
3.5.3 Serum- und Blutgewinnung 
Zur Serumgewinnung wurde die Schwanzvene der Mäuse punktiert und Blut gewonnen. Dazu 
wurden die Mäuse für kurze Zeit mit Rotlicht bestrahlt, um eine stärkere Durchblutung der 
Schwanzvene zu erreichen. Anschließend wurden sie in eine Kiste gesetzt, die die Mäuse in 
ihren Bewegungen einschränkt. Durch eine kleine Öffnung ragte der Schwanz. Die Schwanz-
vene wurde in der Nähe der Schwanzbasis vorsichtig mit dem Skalpell punktiert. Der Maus 
wurden somit zwischen 3-5 Tropfen Blut entnommen. Sollten die Zellen aus dem Blut durch-
flusszytometrisch untersucht werden, wurde das Blut in MiniCollect® Röhrchen gesammelt, 
welche eine EDTA-Lösung enthielten und dadurch die Gerinnung des Blutes verhinderten. 
Anschließend wurde die Punktion vorsichtig mit einem Papiertuch abgewischt und die Maus 
in den Käfig zurückgesetzt. Sie wurde dort so lange beobachtet, bis die Blutung vollständig 
zum Stillstand kam. Das Blut wurde für 30 min bei Raumtemperatur zur Gerinnung stehen 
gelassen und anschließend für 10 min bei 10.000g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der 
Überstand wurde abgenommen und bei –20°C weggefroren.   
3.5.4 Intraperitoneale Injektionen 
Für die intraperitoneale Injektion wurde die entsprechende Menge an Antikörpern oder dem 
löslichen dimeren TNF-Rezeptor (sTNFR-p75) in 200µl sterilem PBS verdünnt. Bei der 
Depletion der CD4+ Zellen bzw. der CD4+CD25+ Zellen wurden 300µg des depletierenden 
anti-Maus-CD4 Antikörper YTS191.1 bzw. 400µg des anti-Maus-CD25 Antikörpers pC61.5 
bei jeder Gabe injiziert. Die Depletion des Komplementproteins C5 wurde mit 750µg des An-
tikörpers BB5.1 durchgeführt und die Behandlung mit sTNFR-p75 erfolgte mit 100µg. Die 
Lösungen in PBS wurden blasenfrei in eine Insulinspritze aufgezogen, die schon mit einer 
dünnen Kanüle versehen war. Die Maus wurde am Nacken und Rücken so gefasst, dass sie in 
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ihrer Bewegung eingeschränkt war. Anschließend wurden 200µl der Lösung vorsichtig in das 
Peritoneum injiziert. Nach der Injektion wurden die Mäuse in den Käfig zurückgesetzt und so 
lange beobachtet bis die Vitalitätszeichen dem Normalzustand entsprachen. Die Effizienz der 
Depletion wurde bei der Depletion der CD4+ bzw. CD4+CD25+ Zellen durchflusszytometrisch 
kontrolliert und bei der Inhibition der Komplementkaskade durch den Komplementaktivitäts-
test. 
3.5.5 Histologie 
Für die histologische Untersuchung wurden die Mäuse an den entsprechenden Tagen durch 
zervikale Dislokation getötet. Die Tiere wurden mit 70%igen Ethanol eingesprüht und an-
schließend seziert. Dabei wurden zuerst die inneren Organe, anschließend die Vorder- und 
Hinterpfoten und zuletzt die Wirbelsäule präpariert. Von den Vorder- und Hinterpfoten wurde 
zusätzlich das Fell entfernt, da es bei der weiteren Aufarbeitung störte. Alle Organe, Pfoten 
und die Wirbelsäule wurden in eine 10%ige Formalinlösung überführt und für mindestens 
eine Woche fixiert. Die gesamte weitere Aufarbeitung wurde von Frau Gabriele Fernahl und 
Frau Janine Karle in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Veit Krenn am Institut für Pathologie 
der Charité in Berlin durchgeführt. Dort wurden die Hämatoxylin und Eosin gefärbten Gewe-
beschnitte von Dr. Lars Morawietz oder Prof. Dr. Veit Krenn begutachtet und bewertet. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Die Rolle der Glukose-6-phosphat Isomerase als Auto-
antigen bei Patienten mit RA 
4.1.1 CD4+ Zellantwort bei Patienten mit rheumatoider Arthritis 
Hier soll untersucht werden, ob Patienten mit RA CD4+ T-Zellen besitzen, die ein Epitop der 
G6PI erkennen. Nach Restimulation der CD4+ T-Zellen mit G6PI soll die Expression von 
IFN-γ und TNF-α durchflusszytometrisch bestimmt werden. Blut oder mononukleäre Zellen 
aus dem peripherem Blut (PBMC) von RA-Patienten oder gesunden Spendern wurden für 6 
Stunden in Anwesenheit von anti-CD28, einem Antikörper, der als Agonist auf CD28 wirkt 
und ein kostimulatorisches Signal liefert, restimuliert. Neben anti-CD28 wurden die Zellen 
zusätzlich mit rhG6PI, Hühner Ovalbumin (Ova), rekombinantem outer surface protein A 
(OspA) von Borrelia burgdorferi oder dem Superantigen Staphylokokken Enterotoxin B 
(SEB) restimuliert. Das OspA Protein ist ein Oberflächenprotein der Spirochete B. burgdorfe-
ri. SEB ist ein Superantigen, welches die T-Zellen aktivieren kann, die bestimmte Vβ Domä-
nen exprimieren und hier als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Nach 6 Stunden Restimulati-
on wurde die Expression von TNF-α oder IFN-γ der CD4+ Zellen durchflusszytometrisch 
bestimmt. Abb. 4.1 zeigt beispielhaft die Auswertung einer Messung am FACS, die mit dem 
Blut eines RA-Patienten durchgeführt wurde. Dargestellt sind nur die CD4+ Zellen. Alle Pro-
ben mit Ausnahme der Proben, die mit SEB restimuliert wurden, zeigten ein ähnliches Bild. 
Nur sehr wenige CD4+ Zellen waren aktiviert und exprimierten  TNF-α oder IFN-γ.  Die Fre-
quenz der CD69+ TNF-α oder IFN-γ produzierender CD4+ Zellen schwankte zwischen 0,01% 
und 0,05% und war unabhängig davon, ob die Zellen neben anti-CD28 mit einem weiteren 
Antigen stimuliert wurden. Nur nach Restimulation mit OspA waren die Frequenzen mit 0,2% 
TNF-α und 0,15% IFN-γ produzierender CD4+/CD69+ Zellen etwas höher. Daneben expri-
mierten die CD4+ Zellen, die zusätzlich mit SEB restimuliert wurden, mit 8,38% TNF-α und 
4,01% IFN-γ produzierender CD4+/CD69+ Zellen große Mengen beider Zytokine. In diesem 
Patienten konnten keine CD4+ T-Zellen identifiziert werden, die mit der Sezernierung von 
TNF-α und IFN-γ nach Restimulation mit G6PI antworteten. In Abbildung 4.2 ist die Fre-
quenz IFN-γ produzierender CD4+CD69+ Zellen aller untersuchten Patienten mit RA und ge-
sunden Spendern dargestellt, deren Blut oder PBMC mit den beschriebenen Antigenen resti-
muliert wurden. Die Zellen von 13 Patienten mit RA und 5 gesunden Spendern wurden 
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Abb. 4.1: Kein Nachweis G6PI spezifischer T-Helferzellen im Blut von RA-Patienten. Blut eines Patienten 
mit rheumatoider Arthritis wurde für 6 Stunden mit anti-CD28 alleine oder zusätzlich mit rhG6PI, dem Superan-
tigen SEB (Staphylokokken Enterotoxin B), dem Ova-Protein    (Ovalbumin) oder rekombinanten OspA (outer 
surface protein A) restimuliert. 2 Stunden nach Beginn der Restimulation wurde die Zytokinsekretion durch 
Zugabe von Brefeldin A gestoppt. Nach 6 Stunden wurden die Zellen gegen CD4 und CD69 gefärbt, fixiert und 
intrazellulär gegen TNF-α und IFN-γ gefärbt und im FACS analysiert. Gezeigt ist eine beispielhafte Messung 
eines von insgesamt 13 untersuchten Patienten. 
ausschließlich mit anti-CD28 restimuliert. Im Mittel produzierten 0,01% der CD4+ Zellen der 
RA-Patienten und 0,06% der CD4+ Zellen gesunder Spender IFN-γ. Wurden die Zellen zu-
sätzlich mit rhG6PI restimuliert, exprimierten im Mittel 0,04% der CD4+ Zellen der 13 RA-
Patienten und 0,18% der CD4+ Zellen der 8 gesunden Spender IFN-γ. Obwohl die Frequenz 
der IFN-γ produzierenden Zellen in den gesunden Spendern höher war, war dieser Unter-
schied nicht signifikant. Die Analyse mit dem Mann-Whitney Test lieferte ein P>0,05. Die 
Restimulation mit Ovalbumin zeigte ein vergleichbares Ergebnis. Ungefähr 0,03% der CD4+ 
Zellen der RA-Patienten und 0,09% der CD4+ Zellen der gesunden Spender sezernierten im 
Mittel IFN-γ. Nach der Restimulation mit OspA exprimierten im Mittel 0,1 % der CD4+ Zel-
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len der RA-Patienten und sogar 0,5% der CD4+ Zellen der gesunden Spender IFN-γ. Auch 
dieser Unterschied war nicht signifikant, da insgesamt nur die Zellen von 4 gesunden Spen-
dern mit OspA restimuliert wurden. Einer dieser Spender wies eine Frequenz von 1,86% 
IFN-γ produzierender CD4+ Zellen auf. 
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Abb. 4.2: Keine unterschiedliche IFN-γ Produktion der T-Helferzellen von RA-Patienten und gesunden 
Spendern nach Restimulation mit unterschiedlichen Antigenen. Blut oder mononukleäre Zellen aus dem 
peripheren Blut (PBMC) von Patienten mit rheumatoider Arthritis oder von gesunden Spendern wurde für 6 
Stunden mit anti-CD28 alleine oder zusätzlich mit rhG6PI, dem Superantigen SEB (Staphylokokken Enterotoxin 
B) oder den irrelevanten Antigenen Ovalbumin (Ova) und dem rekombinanten OspA (outer surface protein A) 
restimuliert. 2 Stunden nach Beginn der Restimulation wurde die Zytokinsekretion durch Zugabe von Brefeldin 
A gestoppt. Nach 6 Stunden wurden die Zellen gegen CD4 und CD69 gefärbt, fixiert und intrazellulär gegen 
IFN-γ gefärbt und im FACS analysiert. Jede Messung ist als % IFN-γ produzierender CD4+CD69+ Zellen darge-
stellt. Zusätzlich sind alle Messungen einer Gruppe auch gemittelt dargestellt. 
 
Alle anderen gesunden Spender oder auch RA-Patienten zeigten keine Frequenzen IFN-γ pro-
duzierender CD4+ Zellen, die höher als 0,22% waren. Insgesamt waren die gemessenen Fre-
quenzen IFN-γ produzierender CD4+ Zellen sehr gering unabhängig davon, ob die Zellen mit 
anti-CD28 alleine oder zusätzlich noch mit rhG6PI, Ova oder OspA restimuliert wurden. Dass 
die CD4+ Zellen in der Lage waren, IFN-γ zu produzieren, zeigte die Restimulation mit SEB. 
Die 13 RA-Patienten zeigten im Mittel eine Frequenz von 2,47% und die 8 gesunden Spender 
von 2,75% IFN-γ produzierender CD4+ Zellen nach Restimulation mit SEB. Ein ähnliches 
Bild zeichnete sich auch für die Produktion von TNF-α ab. Abb. 4.3 fasst die Ergebnisse zu-
sammen. Hier produzierten im Mittel 5,91% der CD4+CD69+ Zellen der RA-Patienten und 
7,24% der gesunden Spender TNF-α nach Restimulation mit SEB. Die Frequenzen für die 
Zellen, die mit anti-CD28 alleine oder zusätzlich noch mit den anderen Antigenen restimuliert 
wurden, lag wieder deutlich niedriger. Die Restimulation mit anti-CD28 lieferte eine mittlere 
Frequenz von 0,03% für die RA-Patienten und 0,07% für die gesunden Spender. Diese Fre-
quenz erhöhte sich nur geringfügig, wenn die Zellen zusätzlich mit rhG6PI stimuliert wurden. 
Die mittlere Frequenz von TNF-α produzierenden CD4+CD69+ Zellen betrug 0,10% bei den 
RA-Patienten und 0,12% bei den gesunden Spendern. 
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Abb. 4.3: Keine unterschiedliche TNF-α Produktion der T-Helferzellen von RA-Patienten und gesunden 
Spendern nach Restimulation mit unterschiedlichen Antigenen. Blut oder mononukleäre Zellen aus dem 
peripheren Blut (PBMC) von Patienten mit rheumatoider Arthritis oder von gesunden Spendern wurde für 6 
Stunden mit anti-CD28 alleine oder zusätzlich mit rhG6PI, dem Superantigen SEB (Staphylokokken Enterotoxin 
B), dem Ovalbumin (Ova) oder rekombinanten OspA (outer surface protein A) restimuliert. 2 Stunden nach 
Beginn der Restimulation wurde die Zytokinsekretion durch Zugabe von Brefeldin A gestoppt. Nach 6 Stunden 
wurden die Zellen gegen CD4 und CD69 gefärbt, fixiert und intrazellulär gegen TNF-α gefärbt und im FACS 
analysiert. Jede Messung ist als % TNF-α produzierender CD4+CD69+ Zellen dargestellt. Zusätzlich sind alle 
Messungen einer Gruppe auch gemittelt dargestellt. 
Dieser Unterschied war erneut nicht signifikant (P>0,15). Auch die Restimulation mit OspA 
lieferte im Mittel Frequenzen von unter 0,18% TNF-α produzierender CD4+CD69+ Zellen bei 
den RA-Patienten und unter 0,11% bei den gesunden Spendern nach Restimulation mit Oval-
bumin. Es konnte kein Unterschied in der Frequenz autoreaktiver G6PI-spezifischer CD4+ T-
Zellen im Blut von Patienten mit RA oder gesunden Spendern festgestellt werden. Insgesamt 
ließen sich nur sehr wenige CD4+ T-Zellen überhaupt mit rhG6PI restimulieren. 
4.1.2 Die humorale Immunantwort gegen humane und Kaninchen Gluko-
se-6-phosphat Isomerase bei RA-Patienten 
Serum von 61 RA-Patienten, sowie von 21 Patienten, mit anderen rheumatischen Erkrankun-
gen, wie z.B. ankylosierende Spondylitis, Kollagenose, Vaskulitis und Psoriasis Arthritis, und 
32 gesunden Spendern wurden im ELISA auf die Anwesenheit von anti-G6PI Antikörpern 
untersucht. Zum Nachweis der anti-G6PI Antikörper wurde rhG6PI und kommerziell erhältli-
che Kaninchen G6PI verwendet, die aus dem Muskel von Kaninchen aufgereinigt wurde. Die 
Kaninchen G6PI Präparation wurde verwendet, da angeblich 64% der RA-Patienten erhöhte 
Antikörpertiter gegen Kaninchen G6PI entwickelten (Schaller et al. (2001)).  
Im linken Teil der Abb. 4.4 sind die Ergebnisse für den ELISA gegen die humane G6PI Prä-
paration dargestellt. Unter den 32 gesunden Spendern wiesen 2 Spender (6,25%) einen erhöh-
ten Antikörpertiter gegen rhG6PI auf. Keiner der 21 Patienten mit anderen rheumatischen 
Erkrankungen entwickelte erhöhte Antikörpertiter gegen rhG6PI. Auch bei den RA-Patienten 
entwickelten nur 2 von 61 Patienten (3%) erhöhte Antikörpertiter. Dieses Ergebnis wider-
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spricht der oben erwähnten Studie, wo 64% der RA-Patienten erhöhte Antikörpertiter gegen 
Kaninchen G6PI entwickelten.  
Die eben beschriebenen Experimente wurden mit einer kommerziell erhältlichen Kaninchen 
G6PI Präparation wiederholt. Die Ergebnisse sind im rechten Teil der Abb. 4.4 dargestellt. 
Nur ein Serum der gesunden Spender enthielt einen erhöhten Antikörpertiter gegen G6PI. 9 
der 21 Seren der Patienten mit anderen rheumatischen Erkrankungen (42%) zeigten erhöhte 
Antikörperkonzentrationen, die gegen G6PI gerichtet waren. Auch in den RA-Patienten ent-
wickelten 15 der 61 (25%) Patienten eine erhöhte Konzentration von Antikörpern gegen 
G6PI. Diese Ergebnisse zeigen, dass abhängig von der Präparation unterschiedliche Titer be-
stimmt werden konnten. 
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Abb. 4.4: Einige RA-Patienten entwickeln Antikörper gegen eine kommerzielle Kaninchen G6PI 
Präparation nicht aber gegen rekombinante humane G6PI. Serum von 61 Patienten mit RA, 21 Patienten mit 
anderen rheumatischen Erkrankungen (Vaskulitis, ankylosierende Spondylitis, Kollagenosen und Psoriasis 
Arthritis), sowie Serum von 32 gesunden Spendern wurde im ELISA auf die Anwesenheit von anti-G6PI 
Antikörpern untersucht. Dabei wurden die Seren 1:50 verdünnt und gegen die rekombinante humane G6PI 
Präparation (linke Abbildung) oder gegen die kommerziell erhältliche G6PI Präparation aus Kaninchenmuskel 
(rechte Abbildung) getestet. Ein Serum wurde als positiv auf die Anwesenheit von anti-G6PI Antikörpern 
bewertet, wenn die Absorption bei 450nm größer war als die mittlere Absorption der gesunden Spender plus 
zwei Standardabweichungen. Die durchgezogene Linie markiert diese Absorption. 
 
4.1.3 Immunoblot- und MALDI-Analyse eines potentiellen Autoantigens 
bei rheumatoider Arthritis 
Der vorige Abschnitt zeigte, dass Patienten mit RA oder anderen rheumatischen Erkrankun-
gen keine erhöhten Antikörpertiter gegen rekombinante humane G6PI im Vergleich zu den 
gesunden Spendern entwickelten. Im Gegensatz dazu enthielten 25 bzw. 42% der Seren von 
Patienten mit RA und anderen rheumatischen Erkrankungen erhöhte anti-G6PI-IgG Konzent-
rationen bei Verwendung der Kaninchen G6PI Präparation. Um diesen Widerspruch aufzuklä-
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ren, wurden beide Präparationen in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 
aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Blau angefärbt.  
Abb. 4.5 zeigt, dass nach Auftrennung der rhG6PI Präparation im SDS-Polyacrylamidgel aus-
schließlich eine große Bande bei ungefähr 55 kDa sichtbar wurde. 55 kDa ist die vorhergesag-
te Größe von G6PI. Die Präparation des kommerziellen Kaninchen G6PI zeigte bei 55kDa 
auch eine große Bande. Zusätzlich zu dieser Bande wurden kontaminierende Banden bei 
85kDa, 60kDa, 40kDa, 35kDa und 33kDa sichtbar. Das Serum der Patienten, die im ELISA 
gegen die kommerzielle Präparation der Kaninchen G6PI positiv auf die Anwesenheit von 
anti-G6PI Antikörper getestet wurden, wurden auch im Immunoblot untersucht.  
In Abbildung 4.5 ist beispielhaft ein Immunoblot mit dem Serum eines Patienten mit Vaskuli-
tis dargestellt.  
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Abb. 4.5: SDS-PAGE der G6PI Präparationen und Immunoblot Analyse eines Patienten Serums. Die 
Präparationen der rekombinanten humanen G6PI und der kommerziell erhältlichen Kaninchen G6PI wurden in 
einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Blau ange-
färbt. Zusätzlich wurden beide Präparationen auf Nitrocellulose transferiert. Das Serum einiger Patienten, die im 
ELISA erhöhte Antikörpertiter gegen das Kaninchen G6PI aufwiesen, wurden im Immunoblot auf die Spezifität 
ihrer Antikörper gegen G6PI getestet. Die Bindung von Antikörpern an eines der aufgetrennten Proteine beider 
Präparationen wurde mit einem Peroxidase-konjugiertem anti-human IgG Sekundärantikörper detektiert. Ein 
Beispiel ist gezeigt. 
Nach der Entwicklung des Immunoblots konnte die Bindung von IgG-Antikörpern an ein Pro-
tein der Kaninchen G6PI-Präparation beobachtet werden, welches ein Molekulargewicht von 
ca. 40kDa besaß. Keine Bindung von Antikörpern konnte dagegen an die G6PI beider Präpa-
rationen beobachtet werden.  
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Um das Protein der kommerziell erhältlichen G6PI Präparation zu identifizieren, wurde die 
entsprechende Bande bei 40kDa ausgeschnitten. Das Protein wurde mit Trypsin verdaut. An-
schließend wurde ein peptide mass fingerprint (PMF) mittels einer MALDI-MS (matrix as-
sisted laser desorption – ionization mass spectrometry) Messung erstellt.  
In Abbildung 4.6 ist das aufgezeichnete Massenspektrum dargestellt. Insgesamt wurden in 
diesem Massenspektrum 24 unterschiedliche Peptide nachgewiesen. Zwei dieser Peptide lie-
ferten nur sehr geringe Signale und wurden für die anschließende Datenbanksuche nicht be-
rücksichtigt. Das Protein wurde mit Hilfe der Massen der detektierten Peptide über das Pro-
gramm Ms-Fit (http://falcon.ludwig.ucl.ac.uk-/ucsfhtml3.2/msfit.htm) bestimmt. Bei diesem 
Protein handelte es sich um die M-Kette der Kaninchen Kreatinkinase (CK-M). 
 
 
Abb. 4.6: Massenspektrum eines potentiellen Autoantigens bei RA. Nach Auftrennung der Kaninchen G6PI 
Präparation mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde eine Bande bei ca. 40kDa ausgeschnitten. Die-
ses Protein wurde zuvor im Immunoblot von IgG-Antikörpern aus dem Serum einiger Patienten mit RA und 
anderen rheumatischen Erkrankungen spezifisch gebunden. Das Protein wurde mit Trypsin verdaut und einem 
peptide mass fingerprint (PMF) mittels einer MALDI-MS (matrix assisted laser desorption – ionization mass 
spectrometry) Messung unterzogen. Die dargestellten Signale stellen die detektierten Peptide dar. Die Zahlen an 
der Spitze der Signale geben die Masse der detektierten Peptide in Da an. Es wurden keine Peptide berücksich-
tigt, die kleiner als 500 Da waren. Insgesamt wurden 21 der 24 gemessenen Peptide für die Analyse des PMF 
herangezogen. Die MALDI-MS Analyse wurde von Peter Jungblut und Monika Schmidt am MPI für Infektions-
biologie durchgeführt. 
 
In Tab. 4.1 wurden die Massen der detektierten Peptide und deren Abschnitte in der Sequenz 
der M-Kette der Kaninchen Kreatinkinase dargestellt. Die detektierten Peptide im Massen-
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spektrum deckten 64% dieser Sequenz ab. Bei zwei der 22 Peptide konnten Modifikationen 
an den Cysteinen festgestellt werden. Es handelte sich dabei um ein Peptid, welches die Ami-
nosäuren 139-148 der M-Kette der Kaninchen Kreatinkinase umfasste, sowie dem Peptid, 
welches die Aminosäuren 267-292 umfasste. 
 
m/z Start Ende Peptid Sequenz Modifikationen 
550.33 248 251 (K)EVFR(R)  
683.39 173 177 (K)YYPLK(S)  
759.37 210 215 (R)DWPDAR(G)  
778.45 260 265 (K)IEEIFK(K)  
907.50 308 314 (K)FEEILTR(L)  
948.56 33 40 (K)VLTPDLYK(K)  
983.49 216 223 (R)GIWHNDNK(S)  
986.54 97 105 (R)HGGFKPTDK(H)  
1083.57 108 116 (K)TDLNHENLK(G)  
1196.54 16 25 (K)SEEEYPDLSK(H)  
1201.60 139 148 (K)GYTLPPHCSR(G) 1Cys-am 
1231.65 87 96 (K)DLFDPIIQDR(H)  
1302.65 370 381 (K)GQSIDDMIPAQK(-)  
1507.81 157 170 (K)LSVEALNSLTGEFK(G)  
1530.73 117 130 (K)GGDDLDPHYVLSSR(V)  
1643.84 224 236 (K)SFLVWVNEEDHLR(V)  
1785.83 117 132 (K)GGDDLDPHYVLSSRVR(T)  
1785.83 342 358 (R)LGSSEVEQVQLVVDGVK(L)  
2008.95 321 341 (R)GTGGVDTAAVGSVFDISNADR(L)  
2165.07 320 341 (K)RGTGGVDTAAVGSVFDISNADR(L)  
2941.32 267 292 (K)AGHPFMWNEHLGYVLTCPSNLGTGLR(G) 1Cys-am 
3644.74 178 209 (K)SMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR(D)  
 
Tab. 4.1: Liste der detektierten Peptide der M-Kette der Kreatinkinase nach MALDI-MS und Datenbankanalyse 
durch MS-Fit. Die nach Trypsinverdau und MALDI-MS gemessenen Massen der detektierten Peptide im Ma-
senspektrum wurden einer Datenbanksuche mit dem Programm MS-Fit (http://falcon.ludwig.ucl.ac.uk-
/ucsfhtml3.2/msfit.htm) unterzogen. Die Analyse identifizierte das Protein als die M-Kette der Kaninchen Krea-
tinkinase. Dargestellt wurden die Massen der einzelnen Peptide in Da (m/z), sowie der Bereich und die Sequenz 
der Kreatinkinase, die das entsprechende Peptid abdeckt. Außerdem wurden Modifikationen an den entspre-
chenden Peptiden dargestellt. Insgesamt deckten die detektierten Peptide 64% der Sequenz der M-Kette der 
Kaninchen Kreatinkinase ab. 
4.1.4 Die humorale Immunantwort gegen die M-Kette der Kreatinkinase 
bei RA-Patienten 
Nun sollte untersucht werden, ob die Seren der RA-Patienten, Patienten mit anderen rheuma-
tischen Erkrankungen oder der gesunden Spender erhöhte anti-CK-M Konzentrationen auf-
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wiesen. Die M-Kette der Kaninchen Kreatinkinase wurde an ELISA Platten gebunden und 
erneut mit den unterschiedlichen Seren inkubiert.  
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Abb. 4.7: Detektion von Autoantikörpern gegen die M-Kette der Kreatinkinase. Serum von 61 Patienten 
mit RA, 21 Patienten mit anderen rheumatischen Erkrankungen sowie Serum von 32 gesunden Spendern wurde 
1:50 verdünnt und im ELISA auf die Anwesenheit von anti-Kreatinkinase M-Kette Antikörpern untersucht. Ein 
Serum wurde als positiv auf die Anwesenheit von anti-CK-M Antikörpern bewertet, wenn die Absorption bei 
450nm größer war als die mittlere Absorption der gesunden Spender plus zwei Standardabweichungen. Die 
durchgezogene Linie markiert diese Absorption. 
 
In Abb. 4.7 werden die Ergebnisse dargestellt. Ein gesunder Spender zeigte eine erhöhte Kon-
zentration von Antikörpern gegen die M-Kette der Kreatinkinase im Serum. In 4 von 21 Pati-
enten mit Erkrankungen, die zum rheumatischen Formenkreis gehören, und 10 von 61 RA-
Patienten wurden erhöhte Konzentration von anti-Kreatinkinase Antikörpern gemessen. Unter 
diesen 10 RA-Patienten waren auch 4 Patienten deren Antikörper zuvor auch die Kaninchen 
G6PI Präparation erkannt hatten. Damit konnte gezeigt werden, dass einige Patienten mit RA 
aber auch mit anderen rheumatischen Erkrankungen Antikörper gegen die M-Kette der Krea-
tinkinase ausbildeten. Die gegen G6PI gerichteten Antikörper aus der Kaninchen Präparation 
waren tatsächlich gegen Kontaminanten in dieser Präparation gerichtet. 
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4.2 Die Induktion und Beschreibung einer Arthritis mit Glu-
kose-6-phosphat Isomerase in der Maus 
4.2.1 Arthritisinduktion in der Maus durch Immunisierung mit humaner 
Glukose-6-phosphate Isomerase 
Für den Versuch einer Arthritisinduktion mit Glukose-6-phosphat Isomerase wurden unter-
schiedliche Mausstämme ausgewählt. Der DBA/1 Stamm und der B10.Q Stamm sind suszep-
tibel für die Kollagen induzierte Arthritis (CIA) und exprimieren beide den MHC-Haplotyp 
H2-q. Der Stamm B10.A exprimiert H2-k und ist sonst dem B10.Q Stamm sehr ähnlich. 
Daneben wurde der Stamm SWR gewählt, der auch H2-q exprimiert. Der DBA/2 Stamm äh-
nelt dem DBA/1 Stamm genetisch am stärksten, exprimiert jedoch H2-d. Außerdem wurde 
der AKR Stamm ausgewählt, der nach einer Infektion mit B. burgdorferi eine Arthritis entwi-
ckelt.  
 
Stamm MHC-Haplotyp Inzidenz 
BALB/c H2-d 0/8 
C57BL/6 H2-b 0/8 
DBA/2 H2-d 0/11 
AKR H2-k 0/8 
B10.A H2-k 0/8 
DBA/1x C57BL/6 H2-q/b 0/5 
SWR H2-q 0/10 
B10.Q H2-q 0/8 
DR4mix HLA-DR0401 0/8 
DR4-Kim HLA-DR0401 1/11 
DBA/1 H2-q 311/327 
Tab. 4.2: Arthritisinduktion durch Immunisierung mit rhG6PI. Mäuse unterschiedlicher Stämme wurden 
mit rekombinanter humaner G6PI in komplettem Freundschen Adjuvans an der Schwanzbasis immunisiert und 
über einen Zeitraum von mindestens 30 Tagen auf klinische Zeichen einer Arthritis beobachtet. 
 
Zusätzlich wurden die Stämme BALB/c und C57/BL6 ausgewählt, die standardmäßig bei 
vielen Fragestellungen im Labor benutzt werden. Neben den reinen Wildtypinzuchtstämmen 
wurden auch HLA-DR4 transgene Tiere ausgewählt. Dazu zählte ein DR4 transgener Stamm 
auf einem Mischhintergrund (DR4mix) und ein Stamm auf DBA/1 Hintergrund, der eine 
Chimäre aus dem endogenen Maus MHC-II und aus dem humanen HLA-DR0401 exprimiert 
(DR4-Kim). Außerdem wurde versucht, in der F1 Generation einer Kreuzung von DBA/1 
Mäusen und C57/BL6 Mäusen, eine Arthritis zu induzieren. Die Mäuse wurden mit rekombi-
nanten humanen G6PI in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA) subkutan an der 
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Schwanzbasis immunisiert und über einen Zeitraum von mindestens 30 Tagen auf klinische 
Zeichen einer Arthritis beobachtet (Tab. 4.2). Zur Kontrolle wurden diese Mäuse auch aus-
schließlich mit CFA immunisiert (Daten nicht gezeigt). Über 95% der DBA/1 Tiere und eine 
Maus des DR4-Kim Stammes entwickelten eine Arthritis nach G6PI Immunisierung nicht 
aber nach Immunisierung nur mit CFA.  
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Abb. 4.8: Arthritisinduktion bei DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wurden mit rekombinanter humaner G6PI in 
CFA oder mit PBS/CFA subkutan an der Schwanzbasis immunisiert. PBS/CFA immunisierte Mäuse zeigten 15 
Tage nach Immunisierung keine klinischen Anzeichen einer Arthritis in den Vorder- (links oben) und Hinterpfo-
ten (links unten). Im Gegensatz dazu entwickelten DBA/1 Mäuse nach subkutaner Immunisierung mit 
rhG6PI/CFA eine schwere symmetrische Arthritis in den Vorder- (rechts oben) und Hinterpfoten (rechts unten). 
Das Allgemeinbefinden der klinisch unauffälligen Mäuse schien normal. Die Tiere zeigten die 
gleiche Aktivität bezüglich Bewegung und Nahrungsaufnahme wie Tiere ihres Stammes, die 
nicht immunisiert wurden, bzw. die ausschließlich mit CFA immunisiert wurden. Das Fell 
dieser Mäuse war glatt anliegend und glänzend. DBA/1 Mäuse, die mit G6PI immunisiert 
wurden, zeigten eine massive Schwellung der Vorder- und Hinterläufe (Abb. 4.8). Bei den 
kranken Tieren war der Bewegungsdrang deutlich eingeschränkt. Einige Tiere verloren nach 
ein paar Tagen deutlich an Gewicht (Daten nicht gezeigt). Das Fell dieser Tiere wirkte im 
Vergleich zu nicht-immunisierten Tieren stumpf und struppig, was ein deutlicher Hinweis auf 
ein schlechtes Allgemeinbefinden der Tiere war. DBA/1 Mäuse, die nur mit CFA immunisiert 
wurden, zeigten über den gesamten Beobachtungszeitraum von 30 Tagen keine klinischen 
Anzeichen einer Arthritis. 
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4.2.2 Klinischer Verlauf nach Arthritisinduktion mit humaner Glukose-6-
phosphat Isomerase  
Nach Immunisierung mit rhG6PI entwickelten über 95% der DBA/1 Mäuse eine periphere 
symmetrische Arthritis in den Vorder- und Hinterpfoten. Die Tiere wurden nach Immunisie-
rung über einen Zeitraum von 30 Tagen beobachtet und bezüglich klinischer Anzeichen einer 
Arthritis bewertet. Dabei wurde jede Pfote einer Maus einzeln bewertet und die klinischen 
Zeichen der Arthritis in drei Schweregrade unterteilt. Der Grad 0 entsprach einer gesunden, 
klinisch unauffälligem Pfote. Bei einem Grad 1 zeigten die Pfoten eine leichte Schwellung 
und eine leichte Rötung. Der Grad 2 war der Maximalbefund. Die Pfoten waren stark ange-
schwollen und massiv gerötet. Eine Maus konnte einen maximalen Arthritisgrad von 8 errei-
chen.  
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Abb. 4.9: Klinischer Verlauf der G6PI induzierten Arthritis. 27 DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immuni-
siert und auf die Entwicklung einer Arthritis in den Vorder- und Hinterpfoten beobachtet. Jede Pfote einer Maus 
wurde einzeln bewertet. Dabei wurde die Arthritis in drei Grade unterteilt. Grad 0: klinisch unauffällig, Grad 1: 
leichte Schwellung und Rötung, Grad 2: Maximalbefund – massive  Schwellung und Rötung. Die Bewertung der 
27 Tiere zu jedem Zeitpunkt wurde gemittelt und als Mittel mit SEM dargestellt. 
Die Abb. 4.9 zeigt den klinischen Verlauf von 27 DBA/1 Tieren, die mit rhG6PI immunisiert 
wurden und eine Arthritis entwickelten. Nach Immunisierung mit rhG6PI zeigten die DBA/1 
Mäuse bis zum Tag 8 keine klinischen Anzeichen einer Arthritis. Die Entwicklung der Arthri-
tis begann exakt 9 Tage nach Immunisierung, wobei erste leichte Schwellungen zu beobach-
ten waren. Zwischen dem 12. und 14. Tag nach Immunisierung zeigten alle Tiere eine 
Schwellung der Vorder- und Hinterpfoten, die sich im Verlauf des Beobachtungszeitraumes 
nicht mehr verschlimmern sollte. Dabei wurde an Tag 14 ein mittlerer Arthritisgrad von 
5,9± 0,5 (Mittelwert ± Standardfehler) erreicht. Bis Tag 17 zeigten die Tiere im Mittel einen 
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schweren Verlauf der Arthritis mit Arthritisgraden, die, bis auf Tag 16, bei ≥ 5 lag. Ab Tag 18 
verlief die Arthritis zunehmend milder und die Schwellung der Pfoten nahm langsam aber 
kontinuierlich ab. An Tag 20 wurde nur noch ein Arthritisgrad von 3,9± 0,6 gemessen. Am 
Ende des Beobachtungszeitraumes an Tag 30 lag der mittlere Arthritisgrad bei 2,2± 0,5. Tie-
re, die über einen längeren Zeitraum beobachtet wurden, z.B. über 60 Tage, zeigten nach 60 
Tagen keine klinischen Anzeichen einer akuten Schwellung mehr. 
4.2.3 Histologischer Verlauf nach Arthritisinduktion mit humaner Gluko-
se-6-phosphat Isomerase 
Neben dem klinischen Verlauf wurde die Entwicklung und der Verlauf der Arthritis in den 
DBA/1 Mäusen auch histologisch verfolgt. Dazu wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
nach Immunisierung mit rhG6PI DBA/1 Mäuse histologisch untersucht und das Ausmaß der 
Entzündung bestimmt. Zu diesem Zweck wurde, angelehnt an ein Skalierungssystem im Men-
schen, ein System etabliert, um einheitlich das Maß der Entzündung zu bestimmen Krenn et 
al. (2002). Die Abb. 4.10 zeigt die Einteilung für die Maus. Fünf unterschiedliche Kriterien 
wurden bei der Bewertung der Entzündung des Gelenkes berücksichtigt. Dazu zählten das 
Ausmaß der Synovitis, der Tenosynovitis, Periostitis, Periarthritis und das Ausmaß der Knor-
pel- und Knochendestruktion, hier nur mit Destruktion bezeichnet. Jedes dieser Kriterien 
wurde in vier Schweregrade unterteilt, welche am Beispiel der Synovitis erläutert werden. Der 
Grad 0 entspricht dabei dem Normalbefund einer gesunden Maus. Der Grad 1 ist durch eine 
geringfügige Stromaaktivierung, einer leichten Verbreiterung der Deckzellschicht und durch 
die Infiltration einiger inflammatorischer Zellen gekennzeichnet. Eine mäßiggradige Infiltra-
tion von Zellen und Verbreiterung der synovialen Deckzellschicht entspricht einer Synovitis 
des Grades 2. Das Vollbild eines destruierenden Pannus kennzeichnet den Grad 3 einer Syno-
vitis. Um den Arthritisgrad einer Pfote bestimmen zu können, wurden die Werte jedes Krite-
riums addiert und bildeten den Gesamtgrad einer Pfote. Der maximale Grad, der erreicht wer-
den konnte, lag bei 15. In den vorderen Läufen entwickelten die Tiere hauptsächlich im 
Handgelenk, den metacarpalen Gelenken, sowie in den proximalen und distalen interphalan-
gealen Gelenken eine Arthritis. In den hinteren Läufen waren vor allem die tarsalen, Knöchel- 
und Kniegelenke betroffen. Abb. 4.11 zeigt den histologischen Verlauf der Arthritis nach 
Immunisierung mit rhG6PI. Pro Zeitpunkt wurden 3 Tiere für die histologische Bewertung 
verwendet. Der Arthritisgrad jeder Pfote wurde addiert und bildete den histologischen Arthri-
tisgrad der Maus. Der maximale Grad, der erreicht werden konnte, lag bei 60, da jede Pfote  
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Abb. 4.10: Histologische Arthritisbewertung. HE-Färbungen (100fache Vergrößerung) von Gelenkschnitten 
der hinteren Pfoten von DBA/1 Mäusen, die mit rhG6PI immunisiert wurden und eine Arthritis entwickelten, 
bzw. gesunden mit PBS/CFA immunisierten DBA/1 Mäusen. Bei der Bewertung der Entzündung in den Gelen-
ken der Mäuse wurden fünf Kriterien berücksichtigt: Synovitis, Tenosynovitis, Periostitis, Periarthritis und das 
Maß der Destruktion des Knorpels und des Knochens des betroffenen Gelenks. Jedes Kriterium wurde in vier 
unterschiedliche Schweregrade eingeteilt. Der Grad 0 entsprach dem Normalbefund bei einer gesunden Maus. 
Die Grade 1-3 entsprachen leichten, mittleren und schweren Befunden eines jeden Kriteriums. Die Punkte aller 
Kriterien wurden addiert und bildeten den Arthritisgrad des untersuchten Gelenks. 15 war somit der maximale 
Arthritisgrad, der bei einem Gelenk erreicht werden konnte. 
wie oben beschrieben einen Grad von 15 erreichen konnte. Die Ergebnisse aller drei Mäuse 
pro Zeitpunkt wurden gemittelt. An den Tagen 3 und 6 konnten noch keine Infiltrationen von 
Zellen in den peripheren Gelenken beobachtet werden. An Tag 3 gab es ein Tier, welches in 
der hinteren rechten Pfote eine leichte Synovitis und Tenosynovitis des Grades 1 aufwies. 
Ansonsten wiesen alle Tiere an den Tagen 3 und 6 Normalbefunde auf. Erste histologische 
Veränderungen konnten an Tag 9 beobachtet werden. Der mittlere Arthritisgrad betrug zu 
diesem Zeitpunkt 13,7± 6,8. Dieser mittlere Arthritisgrad setzte sich vor allem aus einer 
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leichten bis mittleren Synovitis, Tenosynovitis und Periarthrtis zusammen. Knorpel- und 
Knochendestruktion sowie Perostitis lagen zu diesem Zeitpunkt noch nicht vor.  
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Abb. 4.11: Histologischer Verlauf der G6PI-induzierten Arthritis in DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wurden 
mit rhG6PI immunisiert. Zu jedem Zeitpunkt wurden 3 Mäuse histologisch nach oben eingeführtem Arthritisska-
lierungssystem bewertet. Dabei wurde jede Pfote einzeln bewertet und die Ergebnisse addiert. Die Ergebnisse 
der einzelnen Mäuse pro Zeitpunkt wurden gemittelt und sind als Mittel mit SEM dargestellt. 
Die Mäuse, die an den Tagen 12 und 15 untersucht wurden, hatten einen ähnlichen Befund. 
Bei einem mittleren Arthritisgrad von 35,3± 6,8 an Tag 12 bzw. 35,6±  9,2 an Tag 15 lagen 
vor allem mittlere und schwere Synovitis, Tenosynovitis und Periarthritis vor. Dagegen konn-
te nur eine leichte bis mittlere Knorpel- und Knochendestruktion und vereinzelt leichte Pe-
rostitis festgestellt werden.  
 
Abb. 4.12: Reparaturprozesse nach Arthritisinduktion mit rhG6PI. HE-Färbung (100fache Vergrößerung) 
eines Gelenkschnittes einer DBA/1 Maus nach Immunisierung mit rhG6PI und abgeklungener Arthritis an Tag 
22 nach Immunisierung. Histologisch konnte kein aktiver inflammatorischer Prozess mehr beobachtet werden. 
Regenerative Prozesse wie Fibrose und Knorpelregeneration überwogen. 
Wie im klinischen Verlauf wurde der höchste histologische Schweregrad der Arthritis zwi-
schen den Tagen 12 und 15 festgestellt. An Tag 18 und 22 gab es kaum noch aktive inflam-
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matorische Prozesse in den betroffenen Gelenken. Der Arthritisgrad von 6,0± 2,0 an Tag 18 
und 4,3± 3,4 an Tag 22 beruhte auf eine leichte Synovitis, Tenosynovitis und Periarthrtis. Zu 
diesen Zeitpunkten fanden vor allem Reparaturprozesse in Form von Fibrose und Knorpelre-
generation, wie in Abb. 4.12 dargestellt, statt. An den Tagen 26 und 30 konnten nur noch Re-
paraturprozesse beobachtet werden. 
 
4.2.4 Histologische Analyse nicht-suszeptibler Mausstämme nach Im-
munisierung mit Glukose-6-phosphat Isomerase 
Von allen untersuchten Mausstämmen entwickelten nur die DBA/1 Mäuse klinische Zeichen 
einer Arthritis. Obwohl die anderen untersuchten Stämme keine klinische Zeichen eine Arth-
ritis zeigten, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Immunisierung mit rhG6PI zu ei-
ner Infiltration inflammatorischer Zellen der distalen Gelenke führte. Stämme, die keine klini-
schen Zeichen einer Arthritis zeigten, wurden an den Tagen 10, 20 und 30 nach Immunisie-
rung histologisch untersucht. Zur Kontrolle wurden Tiere der unterschiedlichen Stämme auch 
mit PBS in CFA immunisiert und an Tag 40 histologisch untersucht. In Abb. 4.13 werden die 
HE-Färbungen der Gelenkschnitte eines Gelenks einer Hinterpfote der untersuchten Maus-
stämme an Tag 10 nach Immunisierung mit rhG6PI dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt entwi-
ckelten die DBA/1 Mäuse schon eine massive Entzündung inklusive Knorpel- und Knochen-
destruktion. Die hier untersuchten Stämme zeigten dagegen keine Infiltration inflammatori-
scher Zellen in den Gelenkspalt. Die Synovialmembran war nicht aktiviert und nicht verdickt. 
Knorpel und Knochen zeigten keine Merkmale einer Destruktion. Auch das umliegende Ge-
webe war unauffällig. Nach oben eingeführter Arthritisskalierung erreichten alle Tiere der 
unterschiedlichen Stämme einen Arthritisgrad von 0 nach Immunisierung mit rhG6PI, was 
dem Normalbefund entsprach. Gleiches galt für die Kontrolltiere, die mit PBS in CFA immu-
nisiert wurden. Auch die anderen Gelenke, die nicht in Abb. 4.13 dargestellt sind, waren un-
auffällig. Die Analyse der anderen Mausstämme an den Tagen 20 und 30 nach Immunisierung 
mit rhG6PI lieferte das gleiche Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Die Immunisierung mit 
rhG6PI führte in den Stämmen B10.A, B10.Q, BALB/c, DR4mix und C57BL/6 nicht zu der 
Induktion einer Arthritis. 
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Abb. 4.13: Keine Infiltrate in den Gelenken der klinisch unauffälligen Mausstämme nach G6PI Immuni-
sierung. Unterschiedliche Mausstämme wurden mit rhG6PI immunisiert, um eine Arthritis zu induzieren. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Gelenke der Vorder- und Hinterläufe der Mäuse histologisch untersucht. 
Gezeigt wird eine HE-Färbung (100fache Vergrößerung) der Gelenkschnitte einer hinteren Pfote von den Maus-
stämmen B10.A, B10.Q, AKR, DR4mix, BALB/c und C57BL/6 an Tag 10 nach Immunisierung mit G6PI in 
CFA. Zum Vergleich werden Gelenkschnitte der gleichen Mausstämme gezeigt 40 Tage nach Immunisierung 
mit PBS in CFA. Pro Zeitpunkt wurden zwei Tiere jedes Stammes untersucht. In keinem der Gelenke konnte 
eine Infiltration inflammatorischer Zellen beobachtet werden. 
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4.2.5 Histologische Analyse der inneren Organe und Wirbelsäule von 
DBA/1 Mäusen nach Arthritisinduktion 
Die Immunisierung mit rhG6PI führte zu einer schweren Arthritis in DBA/1 Mäusen, die vom 
pathologischem Befund viele histologische Merkmale der RA im Menschen widerspiegelte. 
Neben der rheumatoiden Arthritis existieren noch andere Arthritiden wie z.B. die ankylosie-
rende Spondylititis, bei der die Gelenke der Wirbelsäule befallen werden. Daneben existieren 
auch Autoimmunerkrankungen bei denen die inneren Organe betroffen sind, wie z.B. beim 
systemischen Lupus Erythematodis (SLE). Hier sollte untersucht werden, ob die Immunisie-
rung mit rhG6PI auch zu einer Entzündung der inneren Organe oder der Wirbelsäule führt. 
Dazu wurden DBA/1 Mäuse mit rhG6PI immunisiert und eine Arthritis induziert.  
Milz
Leber
Herz Lunge
Niere
Wirbelsäule  
Abb. 4.14: Keine Entzündung der inneren Organe und Wirbelsäule in der G6PI-induzierten Arthritis. 
DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. An den Tagen 9, 12, 15, 18, 22, 26 und 30 nach Immunisierung 
wurden die inneren Organe und die Wirbelsäule von je drei Tieren histologisch untersucht. Gezeigt wird eine 
HE-Färbung (100fache Vergrößerung) von Schnitten der Milz, Leber, Herz, Lunge, Niere und Wirbelsäule einer 
DBA/1 Maus mit Arthritis an Tag 12 nach Immunisierung mit rhG6PI. Weder in den Gelenken der Wirbelsäule 
noch in den inneren Organen konnte eine inflammatorische Aktivität beobachtet werden. 
An den Tagen 9, 12, 15, 18, 22, 26 und 30 wurden die inneren Organe und die Wirbelsäule 
von je drei Tieren histologisch untersucht. Zur Kontrolle wurden DBA/1 Mäuse mit PBS in 
CFA immunisiert. In Abb. 4.14 sind beispielhaft HE-Färbungen der inneren Organe und der 
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Wirbelsäule einer DBA/1 Maus an Tag 12 nach Immunisierung mit rhG6PI dargestellt. Zu 
den untersuchten Organen zählten die Milz, Lunge, Herz, Leber und Niere. In keinem dieser 
Organe konnte eine Infiltration inflammatorischer Zellen an Tag 12 nach Immunisierung beo-
bachtet werden. Dieser Befund konnte auch an den anderen Tagen, an denen die Tiere unter-
sucht wurden, und  
in den Kontrolltieren beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Der Befund der Wirbelsäule 
war unauffällig. Die Immunisierung mit rhG6PI führte zu schweren Inflammation der distalen 
Gelenke der Vorder- und Hinterläufe. Die inneren Organe wie Leber, Niere, Herz, Milz und 
Lunge sowie die Wirbelsäule waren nicht betroffen. 
4.2.6 Arthritisinduktion in DBA/1 Mäusen mit rekombinanter muriner 
Glukose-6-phosphat Isomerase 
Die bisher beschriebenen Experimente zeigten, dass DBA/1 Mäuse nach Immunisierung mit 
rekombinanter humaner G6PI, also heterologer G6PI, eine schwere Arthritis entwickelten. 
Die Homologie zwischen humaner und muriner G6PI beträgt 88%. Hier sollte durch Immuni-
sierung von DBA/1 Mäusen mit rekombinanter muriner G6PI versucht werden, eine Arthritis 
auch mit autologer G6PI zu induzieren. Nach Immunisierung wurden die Tiere über einen 
Zeitraum von 30 Tagen beobachtet. Zum Vergleich wurden DBA/1 Mäuse mit rhG6PI immu-
nisiert.  
In Abb. 4.15 sind die klinischen Verläufe beider Gruppen dargestellt. Wie in Kapitel 4.2.2 
schon beschrieben, entwickelten die DBA/1 Mäuse 9 Tage nach Immunisierung mit rhG6PI 
erste klinische Anzeichen einer Arthritis. An Tag 12 erreichten diese Tiere einen maximalen 
mittleren klinischen Grad der Arthritis von 6,4 ± 0,6. Anschließend nahm der klinische Grad 
der Arthritis kontinuierlich ab und erreichte an Tag 30 einen Wert von 0,3 ± 0,3. In diesem 
Experiment lag die Inzidenz der mit rhG6PI immunisierten Tiere bei 100%. Auch die Tiere, 
die mit rmG6PI immunisiert wurden, entwickelten exakt nach 9 Tagen eine Arthritis. Die In-
zidenz der Arthritis lag bei diesen Tieren bei 80%, da nur 8 von 10 Tieren erkrankten. Der 
klinische Verlauf der Arthritis ähnelte stark der rhG6PI immunisierten Gruppe. Zwischen den 
Tagen 9 und 10 nach Immunisierung war der klinische Verlauf zwischen beiden Gruppen fast 
deckungsgleich. An Tag 11 erreichten die mit rmG6PI immunisierten Tiere einen mittleren 
Arthritisgrad von 4,6 ± 1,1, der dann bis Tag 17 nur langsam auf 5,1 ± 0,8 anstieg. Die klini-
schen Verläufe zeigten keine signifikanten Unterschiede auf. Der Mann-Whitney Test lieferte 
immer P-Werte > 0,05. Beginnend vom Tag 18 nahm der Arthritisgrad der rmG6PI immuni-
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sierten Tiere kontinuierlich ab und erreichte an Tag 30 einen Arthritisgrad von 1,1 ± 0,3. 
Auch die murine G6PI ist in der Lage eine Arthritis in DBA/1 Mäusen zu induzieren. 
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Abb. 4.15: Murine G6PI induziert Arthritis in DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wurden mit rekombinanter 
muriner G6PI (Quadrate) oder rekombinanter humaner G6PI (Dreiecke) immunisiert und über 30 Tage beobach-
tet. 8/10 DBA/1 Mäuse nach Immunisierung mit rmG6PI und 9/9 DBA/1 Mäuse nach Immunisierung mit 
rhG6PI entwickelten eine Arthritis (A). Der klinische Verlauf zwischen beiden Gruppen zeigte keine signifikan-
ten Unterschiede auf, da der Mann-Whitney Test zu jedem Zeitpunkt P > 0,05 lieferte (B). Im klinischen Verlauf 
wurden nur die Tiere dargestellt, die auch erkrankten. 
 
4.2.7 Arthritisinduktion in DBA/1 Mäusen mit denaturierter humaner Glu-
kose-6-phosphat Isomerase 
Die bisher gezeigte Arthritisinduktion wurde immer mit nativ aufgereinigter muriner oder 
humaner G6PI durchgeführt. Für G6PI wurde ein Rezeptor beschrieben, der auch auf Zellen 
des Immunsystems exprimiert wird und in der Lage sein soll, Immunantworten zu modulie-
ren. Um zu untersuchen, ob auch bei der Arthritisinduktion mit rhG6PI die native Form der 
G6PI bei der Pathogenese der Arthritis eine Rolle spielt, sollte die Arthritisinduktion zwi-
schen nativer und denaturierter rhG6PI verglichen werden. Dazu wurde G6PI durch Kochen 
denaturiert. DBA/1 Mäuse wurden anschließend mit nativer oder mit denaturierter rhG6PI 
immunisiert und der klinische Verlauf über einen Zeitraum von 30 Tagen beobachtet. Abbil-
dung 4.16 zeigt den klinischen Verlauf beider Gruppen. Bei den Tieren, die mit nativer 
rhG6PI immunisiert wurden, handelt es sich um die gleiche Gruppe, die schon in Kapitel 
4.2.6 beschrieben wurde. Die Tiere entwickelten nach 9 Tagen eine Arthritis, die ihren maxi-
malen Arthritisgrad an Tag 12 erreichte und dann langsam abnahm. 
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Abb. 4.16: Arthritisinduktion mit denaturierter rhG6PI. DBA/1 Mäuse wurden mit nativer rhG6PI (Quadrat) 
oder denaturierter rhG6PI (Dreieck) immunisiert und über 30 Tage auf die Entwicklung einer Arthritis beobach-
tet. 9/9 DBA/1 Mäuse immunisiert mit nativer rhG6PI bzw. 9/10 DBA/1 Mäuse immunisiert mit denaturierter 
rhG6PI entwickelten eine Arthritis (A). Der klinische Verlauf beider Gruppen zeigte keine signifikanten Unter-
schiede auf (P > 0,05)(B). 
 
Auch die Tiere, die mit gekochter denaturierter rhG6PI immunisiert wurden, entwickelten 
nach 9 Tagen erste klinische Anzeichen einer Arthritis. Die Arthritis erreichte ihr klinisches 
Maximum an Tag 14 mit einem mittleren Arthritisgrad von 6,5 ± 0,9. Anschließend nahm die 
Arthritis wie auch in den Tieren, die mit nativer rhG6PI immunisiert wurden langsam ab. An 
Tag 20 wurde nur noch ein Arthritisgrad von 4,2 ± 1,3 gemessen und an Tag 30, dem Ende 
des Beobachtungszeitraumes, ein Arthritisgrad von 1,6 ± 0,6. Die Inzidenz bei den Tieren, die 
mit denaturierter rhG6PI immunisiert wurden, betrug 90%, da 9/10 Tieren eine Arthritis ent-
wickelten, und war vergleichbar mit den Tieren, die mit nativer G6PI immunisiert wurden. 
Die klinischen Verläufe zeigten keine signifikanten Unterschiede auf. Eine statistische Analy-
se mit Hilfe des Mann-Whitney Tests lieferte zu jedem Zeitpunkt einen P-Wert > 0,05. 
4.2.8 Arthritisinduktion in DBA/1 Mäusen mit Kaninchen Glukose-6-
phosphat Isomerase 
Die Immunisierung mit rekombinanter humaner oder muriner G6PI induzierte eine Arthritis 
in DBA/1 Mäusen. Diese Proteine wurden in einem prokaryotischen Expressionssystem im 
E.coli Stamm BL21(DE3) produziert und über eine 6 Histidinmarkierung am N-Terminus 
über eine Nickelsäule aufgereinigt. Um auszuschließen, dass die beobachtete Arthritis in 
DBA/1 Mäusen durch mikrobielle Verunreinigungen bzw. die Histidinmarkierung am N-
Terminus der Proteine induziert wurde, wurden DBA/1 Mäuse mit kommerziell erhältlicher 
G6PI aus dem Muskel von Kaninchen immunisiert. Die Kaninchen G6PI enthält keine mikro-
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biellen Rückstände und auch keine Histidinmarkierung am N-Terminus. Trotzdem ist das 
Protein nicht rein und enthält Kontaminationen in Form anderer Proteine aus dem Muskel 
(siehe 4.1.3). Die Homologie zwischen humaner und Kaninchen G6PI beträgt 92%. Abb. 4.17 
zeigt den klinischen Verlauf der DBA/1 Tiere, die mit Kaninchen G6PI immunisiert wurden. 
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Abb. 4.17: Arthritisinduktion mit Kaninchen G6PI. 5 DBA/1 Mäuse wurden mit Kaninchen G6PI immuni-
siert und über einen Zeitraum von 32 Tagen auf klinische Zeichen einer Arthritis beobachtet. Alle Tiere entwi-
ckelten nach 10 Tagen eine Arthritis (A), die an Tag 15 ihr Maximum erreichte und bis Tag 24 auf diesem Ni-
veau blieb (B). An Tag 30 waren kaum noch klinische Zeichen einer Arthritis zu beobachten.  
Alle fünf Tiere entwickelten nach 10 Tagen eine Arthritis, die an Tag 15 ihren maximalen 
mittleren Arthritisgrad von 4,6 ± 1,4 erreichte. Anschließend blieb der mittlere Arthritisgrad 
ungefähr gleich und hatte an Tag 22 noch eine Wert von 4,2 ± 1,6. Erst nach Tag 26 fiel der 
mittlere Arthritisgrad rapide ab und erreichte an Tag 32 einen Wert von 0,6 ± 0,4. 
4.2.9 Enzymaktivität der Glukose-6-phosphat Isomerase im Serum un-
terschiedlicher Mausstämme 
Der DBA/1 Stamm war der einzige Stamm der nach Immunisierung mit rhG6PI in der Mehr-
zahl der Mäuse eine Arthritis entwickelte. Alle anderen Stämme waren nicht-suszeptibel. Nun 
sollte untersucht werden, ob sich die Konzentration der G6PI im Serum der suszeptiblen 
DBA/1 Mäuse und den nicht-suzeptiblen Stämmen BALB/c und C57BL/6 Mäusen unter-
scheidet. Die enzymatische Aktivität der G6PI wurde über die Umsetzung von NADP bei 
340nm photometrisch bestimmt. Mit diesem Verfahren wurde auch die enzymatische Aktivi-
tät der rekombinanten hergestellten G6PI bestimmt (Daten nicht gezeigt). Die geringste En-
zymaktivität und damit auch die geringste Konzentration an G6PI im Serum wurde bei 
BALB/c Mäusen ermittelt (Abb. 4.18). Hier betrug die Aktivität der G6PI 0,47 ± 0,09 U/ml. 
Die Aktivität der G6PI im Serum von DBA/1 Mäusen betrug 0,59 ± 0,16 U/ml. Die höchste 
Enzymaktivität des Serums konnte dagegen bei den C57BL/6 Mäusen gemessen werden.  
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Abb. 4.18: Aktivität der Glukose-6-phosphat Isomerase im Serum. Serum aus je 3 naiven DBA/1, BALB/c 
und C57BL/6 Mäusen wurde gewonnen. Die Aktivität der G6PI im Serum wurde enzymatisch bestimmt. Je 
Stamm wurden 3 Tiere untersucht. 
Im Serum dieser Mäuse konnte eine Enzymaktivität der G6PI von 0,69 ± 0,09 U/ml gemessen 
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Enzymaktivitäten der drei untersuchten Stämme alle 
im gleichen Bereich zwischen 0,47 und 0,69 U/ml liegen. 
 
4.3 Die Rolle der B-Zellen, der Antikörper und des Kom-
plements in der G6PI-induzierten Arthritis 
4.3.1 Die humorale Immunantwort gegen Glukose-6-phosphat Isomerase 
in DBA/1 Mäusen und nicht suszeptiblen Stämmen 
Hier sollten die Antikörperantworten gegen murines und humanes G6PI in dem suszeptiblen 
DBA/1 Mausstamm und den nicht-suszeptiblen Mausstämmen nach rhG6PI Immunisierung 
gemessen werden. Dadurch sollte untersucht werden, ob die Suszeptibilität mit der unter-
schiedlichen Fähigkeit zur Produktion von anti-G6PI Antikörpern in den untersuchten Maus-
stämmen zusammenhängt. Zu diesem Zweck wurden Mäuse unterschiedlicher Stämme mit 
rhG6PI immunisiert und zu verschiedenen Zeitpunkten Serum gewonnen. Das gewonnene 
Serum wurde im ELISA auf die Anwesenheit von anti-G6PI Antikörpern getestet. Dazu wur-
de rhG6PI oder rmG6PI an ELISA Platten gebunden, mit seriellen Verdünnungen von Seren 
immunisierter Mäuse inkubiert und die Bindung von IgG detektiert. Abb. 4.19 zeigt die Anti-
körpertiter von DBA/1 Mäusen gegen rhG6PI oder rmG6PI zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
nach Immunisierung mit rhG6PI. An Tag 3 nach Immunisierung mit rhG6PI waren noch kei-
ne Antikörper gegen rhG6PI oder gegen rmG6PI messbar.  
                                                                                                                  4 Ergebnisse 
67 
humane G6PI
murine G6PI
Ti
te
r x
10
-1
100.000
10.000
1.000
100
10
1 63 9 12 15 18 22 26 30 PB
S
Ti
te
r x
10
-1
 
Abb. 4.19: IgG-Antwort gegen rhG6PI oder rmG6PI in DBA/1 Mäusen nach Immunisierung mit rhG6PI. 
DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden von je drei Tieren 
Serum gewonnen, seriell verdünnt und die IgG-Antwort gegen rmG6PI (gefüllte Balken) und rhG6PI (offene 
Balken) im ELISA gemessen. Die höchste Serumverdünnung bei der anti-G6PI Antikörper noch detektierbar 
waren, wurden als Mittel ± SEM dargestellt. 
Erste erhöhte Konzentrationen von anti-G6PI IgG Antikörpern im Serum wurden an Tag 6 
gemessen. Dabei konnte schon ein hoher IgG Titer gegen rhG6PI gemessen werden, der bei 
1:2.133 lag, während der IgG Titer gegen rmG6PI noch deutlich niedriger bei 1:134 lag. Von 
Tag 9 an konnten sowohl gegen rhG6PI als auch gegen rmG6PI hohe Titer gemessen werden, 
die über den gesamten Beobachtungszeitraum hoch blieben.  Die Titer schwankten dabei ge-
gen rhG6PI von 1:2.667 an Tag 26 bis 1:6.400 an Tag 30. Gegen rmG6PI variierten die Titer 
zwischen 1:534 an Tag 26 und 1:2.800 an Tag 30. Insgesamt waren die IgG-Titer in DBA/1 
Mäusen nach Immunisierung mit rhG6PI gegen rhG6PI zu jedem untersuchtem Zeitpunkt 
höher als gegen rmG6PI. In gleicher Weise wurden auch die nicht-suszeptiblen Stämme auf 
die Produktion von anti-G6PI Antikörpern untersucht. In Abb. 4.20 A sind die Antikörpertiter 
nicht-suzeptibler Stämme nach Immunisierung mit rhG6PI gegen humanes G6PI dargestellt. 
Wie bei den DBA/1 Mäusen war an Tag 3 noch kein erhöhter Antikörpertiter gegen rhG6PI 
messbar. Erst an Tag 6 zeigten der AKR und der B10.Q Stamm erhöhte Titer von 1:50. Alle 
anderen getesteten Stämme (SWR, C57BL/6, BALB/c und B10.A) entwickeltem zu diesem 
Zeitpunkt noch keine messbaren Titer gegen rhG6PI. Beginnend von Tag 10 konnte dann bei 
allen getesteten Stämmen ein erhöhter Titer gemessen werden, wobei die AKR Tiere mit 
1:850 den niedrigsten und die C57BL/6 Tiere mit 1:16.000 den höchsten Titer aufwiesen. An 
den Tagen 20 und 30 nahmen die Titer gegen rhG6PI bei allen untersuchten Stämmen zu. An 
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Tag 20 entwickelten die B10.A Mäuse mit 1:6.400 den niedrigsten und die C57BL/6 Tiere 
mit 1:54.400 den höchsten Titer. An Tag 30 hatten die B10.Q mit 1:16.000 den niedrigsten 
und die AKR mit 1:256.000 den höchsten Titer. Außerdem wurden auch die Antikörpertiter 
gegen rmG6PI in nicht-suzeptiblen Mausstämmen nach rhG6PI Immunisierung untersucht. 
Erste Titer gegen rmG6PI entwickelten sich bei allen Stämmen von Tag 10 an (Abb. 4.20 B). 
An Tag 10 produzierten die BALB/c Mäuse mit 1:50 den niedrigsten und die C57BL/6 Tiere 
mit 1:3.250 den höchsten Titer. Wie beim rhG6PI nahmen die Titer an Tag 20 und Tag 30 
weiter zu. 
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Abb. 4.20: Auch die nicht-suszeptiblen Stämme entwickeln Antikörper gegen G6PI. Mäuse nicht-
suszeptibler Mausstämme für die G6PI-induzierte Arthritis wurden mit rhG6PI immunisiert. Zu bestimmten 
Zeitpunkten wurde von je zwei Tieren Serum gewonnen, seriell verdünnt und die IgG-Antwort gegen rhG6PI 
(Abbildung A) und rmG6PI (Abbildung B) im ELISA gemessen. Die höchste Serumverdünnung bei der anti-
G6PI Antikörper noch detektierbar waren, wurden als Mittel ± SEM dargestellt. 
An Tag 20 hatten die AKR mit 1:1.600 den niedrigsten und die C57BL/6 mit 1:64.000 den 
höchsten Titer. An Tag 30 konnten bei den BALB/c Mäusen mit einem Titer von 1:4.000 die 
geringste und wieder bei den C57BL/6 mit 1:640.000 die höchste Konzentration an anti-
rmG6PI Antikörpern gemessen werden. Alle Stämme entwickelten anti-G6PI IgG Titer so-
wohl gegen rhG6PI als auch gegen rmG6PI nach Immunisierung mit rhG6PI, und die Kon-
zentrationen nahmen im Lauf der Zeit zu bzw. blieben konstant hoch. Die Titer gegen rhG6PI 
waren dabei immer höher als gegen rmG6PI. Die Antikörperantwort gegen rhG6PI und gegen 
rmG6PI trat in den nicht-suszeptiblen Stämmen im Gegensatz zu den DBA/1 Mäusen etwas 
verzögert ein. Erste Titer gegen rmG6PI wurden erst an Tag 10 gemessen. An Tag 6 entwi-
ckelten erst 2 von 6 Stämmen Antikörper gegen rhG6PI. 
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4.3.2 Die unterschiedlichen Isotypen der anti-G6PI Antikörper nach Arth-
ritisinduktion in DBA/1 Mäusen 
Im K/BxN- und im CIA-Modell ist der Transfer der Arthritis durch Transfer von IgG1 Anti-
körpern gegen G6PI im K/BxN-Modell oder IgG2 Antikörper gegen Kollagen II im CIA-
Modell möglich. Im Folgenden wurde untersucht welche Isotypen die gegen G6PI gebildeten 
Antikörper haben. Dazu wurden DBA/1 Mäuse mit rhG6PI immunisiert und zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten Serum gewonnen. Dieses Serum wurde seriell verdünnt und in einem iso-
typspezifischen ELISA auf die Anwesenheit G6PI spezifischer Antikörper hin untersucht. Der 
erste untersuchte Zeitpunkt war Tag 6, da zuvor noch keine Antikörper gegen rhG6PI messbar 
waren (siehe voriges Kapitel).  
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Abb. 4.21: Antikörperantwort unterschiedlicher Ig-Isotypen gegen rhG6PI nach Immunisierung mit 
rhG6PI in DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
wurde von 3 Mäusen Serum gewonnen. Das Serum wurde seriell verdünnt und im ELISA auf die Anwesenheit 
isotypspezifischer anti-rhG6PI Antikörper getestet. Die Antikörpertiter der unterschiedlichen Isotypen zu jedem 
Zeitpunkt wurden als Mittel ± SEM dargestellt. 
An Tag 6 wurde ein erhöhter Antikörpertiter nur gegen IgM und IgG1 gemessen. Der Titer 
des anti-G6PI-IgM lag bei 1:100 und der anti-G6PI-IgG1 Titer bei 1:67. Von Tag 9 an wurden 
anti-G6PI Antikörper aller untersuchter Isotypen detektiert. Der Titer der IgM Antikörper lag 
dabei bei 1:200. Der höchste Titer konnte bei IgG1 gemessen werden und lag bei 1:12.800. 
Die Antikörper der Subklassen IgG2a und IgG2b entwickelten jeweils einen Titer von 1:2.300. 
Auch IgG3 wurde schon detektiert und entwickelte einen Titer von 1:567. Dieses Höhe der 
Titer blieb für die untersuchten Isotypen auch an den Tagen 12 und 15 in diesem Bereich. Erst 
von Tag 18 an nahmen die Antikörpertiter der untersuchten Isotypen zu. Die höchsten Titer 
wurden zwischen Tag 26 und 30 beobachtet. IgM erreichte seinen höchsten anti-G6PI Titer an 
Tag 30 mit einem Titer von 1:4.300. Das Gleiche galt für die Titer der IgG2a, IgG2b und IgG3 
Subklassen. Die anti-G6PI Antikörper der Subklasse IgG2a entwickelten an Tag 30 einen Titer 
von 1:19.200, der Subklasse IgG2b einen Titer von 1:25.600 und der Subklasse IgG3 einen 
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Titer von 1:4.800. Die anti-G6PI Antikörper der Subklasse IgG1 produzierten die höchsten 
Antikörpertiter an Tag 26 mit einem Titer von 1:179.200. Von Tag 6 an wurden immer anti-
G6PI Antikörper der Isotypen IgM und IgG1 gemessen. Ab Tag 9 entwickelten die IgG1 Anti-
körper zu jedem Zeitpunkt die höchsten anti-G6PI Titer. IgG1 Antikörper waren der vorherr-
schende Isotyp nach Immunisierung mit rhG6PI. Danach folgten die Antikörper der IgG2a und 
IgG2b Subklasse, die von Tag 9 an immer ungefähr gleiche Titer produzierten. Die geringste 
Konzentration an anti-G6PI Antikörpern nach Immunisierung mit rhG6PI wurde von der 
Subklasse IgG3 gemessen. 
4.3.3 Bildung von Rheumafaktoren, dsDNS-Antikörpern sowie anti-
Kollagen Antikörpern nach Arthritisinduktion 
Ca. 60-80 % der Patienten mit rheumatoider Arthritis produzieren sogenannte Rheumafakto-
ren. Bei anderen entzündlichen Autoimmunerkrankungen z.B. dem systemischen Lupus E-
rythematodis (SLE) aber auch bei Patienten mit RA findet man IgG-Antikörper gegen dop-
pelsträngige DNS (anti-dsDNS). Außerdem werden bei entzündlichen Immunreaktionen in 
den Gelenken häufig auch Antikörper gegen das in den Gelenken vorkommende Kollagen II 
gebildet.  
Daher sollte untersucht werden, ob DBA/1 Mäuse nach Arthritisinduktion durch rhG6PI 
Rheumafaktoren, Antikörper gegen doppelsträngige DNS bzw. gegen Kollagen II entwickeln. 
Serum aus 35 DBA/1 Mäusen wurde 14-18 Tage nach Immunisierung mit rhG6PI gewonnen 
und gemischt. Im ELISA wurde dieses Serum seriell verdünnt und auf die Anwesenheit von 
gegen IgG gerichtete IgM Antikörper, sogenannte Rheumafaktoren, getestet (Abb. 4.22 A). 
Zur Kontrolle wurde Serum einer MRL/lpr Maus verwendet, die spontan Rheumafaktoren 
und Antikörper gegen doppelsträngige DNS bilden. Bis zu einer Serumverdünnung von 1:800 
des Serum der MRL/lpr Maus wurden erhöhte Antikörpertiter gegen IgG gemessen. Dagegen 
zeigte das gemischte Serum der DBA/1 Mäuse keine erhöhte Konzentration von IgM Anti 
körpern, die gegen IgG gerichtet waren. Selbst bei einer Verdünnung von 1:100 lag die Ab-
sorption bei 450nm immer noch auf dem Niveau des Hintergrundes. Ein ähnliches Bild zeigte 
sich bei den gegen dsDNS gerichteten Antikörpern (Abb. 4.22 B). Das Serum der MRL/lpr 
Maus zeigte schon bei einer Verdünnung von 1:6.400 eine erhöhte Konzentration von anti-
dsDNS Antikörpern an. Da 1:6.400 die höchste getestete Verdünnung war, lag der Titer mög-
licherweise noch höher. Das Serum der DBA/1 Mäuse dagegen zeigte bei einer Verdünnung 
von 1:100 eine dreimal so große Absorption wie die Absorption des Hintergrundes. 
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Abb. 4.22: Die Bildung von anti-dsDNS- und anti-Kollagen II Antikörpern sowie Rheumafaktoren nach 
Arthritisinduktion. DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. Zwischen den Tagen 14-18 nach Immuni-
sierung wurde Serum von 35 Mäusen mit Arthritis gewonnen und gemischt. Außerdem wurde Serum aus einer 
12 Wochen alten MRL/lpr Maus gewonnen. Im ELISA wurden die Seren seriell verdünnt und auf die Anwesen-
heit von Rheumafaktoren (anti-IgG-Maus-IgM) (A) und Antikörper gegen doppelsträngige DNS (anti-dsDNS-
IgG) untersucht (B). Zusätzlich wurde Serum von einer mit PBS/CFA bzw. mit murinem Kollagen II/CFA (CII) 
immunisierten DBA/1 Maus gewonnen und im ELISA zusammen mit dem gemischtem Serum der Mäuse nach 
G6PI Immunisierung auf die Anwesenheit von anti-Kollagen-II Antikörpern untersucht (C). 
Damit betrug der Titer 1:100. DBA/1 Mäuse entwickelten geringe Mengen an IgG Antikör-
pern, die gegen dsDNS gerichtet waren. Das gemischte Serum der kranken Tiere und das Se-
rum der mit Kollagen II immunisierten DBA/1 Maus wurde auf die Anwesenheit von anti-
Kollagen II Antikörpern getestet (Abb. 4.22 C). Um sicherzustellen, dass nicht schon allein 
die Immunisierung mit CFA zu erhöhten Titern gegen Kollagen II führte, wurde auch Serum 
einer PBS/CFA immunisierten DBA/1 Maus im ELISA untersucht. Sowohl das Serum der 
kranken DBA/1 Tiere, als auch das Serum der PBS/CFA immunisierten Maus zeigten bei 
einer Verdünnung von 1:100 keine erhöhte Antwort. Dagegen wurde in der mit murinem Kol-
lagen II in CFA immunisierten Maus schon bei einer Verdünnung von 1:900 ein deutlich er-
höhter Titer von Kollagen II Antikörpern festgestellt. DBA/1 Mäuse entwickelten 18 Tage 
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nach Immunisierung mit rhG6PI keine Rheumafaktoren und keine Antikörper gegen Kollagen 
II. Antikörper gegen dsDNS konnten nur in sehr geringen Konzentrationen detektiert werden.  
4.3.4 Transfer der Arthritis durch Transfer von Antikörpern in DBA/1 
Mäusen 
Im K/BxN-Modell ist es möglich, die Arthritis durch Transfer von geringen Mengen Serum 
arthritischer Mäuse in fast jeden Empfängerstamm zu transferieren. Die Rolle der gegen 
rhG6PI gebildeten Antikörper an der Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis in DBA/1 
Mäusen nach Immunisierung mit rhG6PI sollte untersucht werden. Mit Hilfe aufgereinigter 
Antikörper aus arthritischen DBA/1 Mäusen sollte versucht werden, die Krankheit zu transfe-
rieren. Zwischen Tag 14 und 18 nach Immunisierung wurde von Mäusen mit Arthritis Serum 
gewonnen. Die Antikörper in diesem Serum wurden über eine Protein G Säule aufgereinigt. 
Die Ig-Fraktion wurde in PBS verdünnt und unterschiedliche Mengen an Tag 0 und Tag 2 in 
DBA/1 Empfängermäuse i.p. transferiert. Der Transfer erfolgte entweder in naive DBA/1 
Mäuse oder in DBA/1 Mäuse, die 7 Tage zuvor mit PBS/CFA immunisiert wurden. Einige 
der naiven DBA/1 Mäuse erhielten 2 Tage nach dem ersten Transfer 50µg LPS. Keines der je 
2 naiven DBA/1 Tiere entwickelte nach Transfer von entweder 2 x 1mg oder sogar 2 x 5 mg 
aufgereinigtem IgG eine Arthritis (Tab. 4.3).  
 
Transfer von aufgereinigtem IgG in DBA/1 Mäuse 
Menge Zusätzliche Behandlung Arthritisinduktion 
2 x 1 mg X 0/2 
2 x 5 mg X 0/2 
2 x 2 mg Transfer nach PBS/CFA Im-
munisierung an Tag -7 
0/2 
2 x 5 mg Transfer nach PBS/CFA Im-
munisierung an Tag -7 
0/2 
2 x 1 mg 50µg LPS an Tag 2 0/2 
2 x 2 mg 50µg LPS an Tag 2 0/2 
2 x 5 mg 50µg LPS an Tag 2 0/1 
 
Tab. 4.3: Transfer der Arthritis durch Transfer aufgereinigter Antikörper in DBA/1 Mäuse. Serum von 
DBA/1 Mäusen mit Arthritis 14-18 Tage nach Immunisierung mit rhG6PI wurde gewonnen und die Ig Fraktion 
über eine Protein G Säule aufgereinigt. Unterschiedliche Mengen der Ig-Fraktion wurden an Tag 0 und Tag 2 
naiven DBA/1 Mäusen oder DBA/1 Mäusen, die 7 Tage zuvor mit PBS/CFA immunisiert wurden, i.p. in PBS 
verabreicht. Einige der naiven DBA/1 Mäuse erhielten 2 Tage nach der ersten Antikörpergabe zusätzlich 50µg 
LPS in PBS i.p. Über eine Zeitraum von 30 Tagen wurden die Tiere auf klinische Zeichen einer Arthritis beo-
bachtet. 
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Auch nach Aktivierung durch PBS/CFA Immunisierung 7 Tage vor dem Transfer von  2 x 
2mg oder 2 x 5mg zeigten die 2 Tiere in jeder Gruppe keine klinischen Zeichen einer Arthri-
tis. Im K/BxN-Modell konnte die Effizienz des Antikörpertransfers gesteigert werden, wenn 
zusätzlich LPS gespritzt wurde. Aus diesem Grund wurden in der dritten Gruppe den Tieren 2 
Tage nach dem ersten Transfer der Antikörper zusätzlich auch 50µg LPS injiziert. Je 2 Tiere 
dieser Gruppe erhielten 2 x 1mg und 2 x 2mg und ein Tier 2x 5mg. Auch in dieser Gruppe 
entwickelte keines der Tiere klinische Zeichen einer Arthritis. Da eine leichte inflammatori-
sche Aktivität in den Gelenken sich nicht klinisch manifestieren musste, wurden die Tiere 
dieser Gruppe auch histologisch untersucht. In Abb. 4.23 werden Gelenkschnitte von DBA/1 
Mäusen dargestellt, die 2x 5mg aufgereinigtes Ig und zusätzlich 2 Tage später auch 50µg LPS 
injiziert bekamen. Die Gelenkschnitte zeigten jedoch keine Infiltration inflammatorischer 
Zellen. 
 
A B
 
Abb. 4.23:  Histologische Untersuchung einer hinteren Pfote nach Ig-Transfer und LPS-Aktivierung. Ei-
ner DBA/1 Maus wurde 2x5mg einer aus dem Serum von arthritischen DBA/1 Mäusen aufgereinigten Ig-
Fraktion i.p. injiziert. Zusätzlich wurde dem Tier 50µg LPS i.p. an Tag 2 injiziert. Gezeigt sind HE-Schnitte 
(100x Vergrößerung) 24 Tage nach Ig-Transfer vom Fußknöchel (A) und von einem tarsalem Gelenk (B). 
4.3.5 Die Rolle der Fcγ-Rezeptoren bei der Arthritisinduktion mit Gluko-
se-6-phosphat Isomerase 
Fcγ-Rezeptoren stellen eine wichtige Verbindung zwischen Antikörper-Antigen Komplexen 
und den zellulären Effektormechanismen der Zellen des Immunsystems dar. In der G6PI-
induzierten Arthritis sollte untersucht werden, welche Rolle die Fcγ-Rezeptoren bei der Pa-
thogenese der Arthritis spielen. Indirekt sollte damit auch die Rolle der produzierten Antikör-
per und deren Fähigkeit durch Vernetzen von Fcγ-Rezeptoren, die Pathogenese der Arthritis 
zu beeinflussen, untersucht werden.  
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Abb. 4.24: Die Rolle der Fcγ-Rezeptoren in der G6PI-induzierten Arthritis. Wildtyp DBA/1 Mäuse, DBA/1 
FcγRIIB-/- Mäuse und DBA/1 Mäuse, die defizient für die gemeinsame γ-Kette waren wurden mir rhG6PI im-
munisiert und der klinische Verlauf der Arthritis über einen Zeitraum von 54 Tagen verfolgt. Gezeigt wird der 
mittlere klinische Index ± SEM der Tiere, die eine Arthritis entwickelten. Die Inzidenz der Arthritis lag bei den 
Wildtyp DBA/1 Mäusen bei 10/11 Tieren, bei den FcγRIIB-/- Mäusen bei 16/16 und 8/24 bei den DBA/1 Mäu-
sen, die defizient für die gemeinsame γ-Kette waren. 
Die Rolle des inhibierenden Fcγ-Rezeptors FcγRII wurde mit Hilfe von FcγRIIB-/- Mäusen auf 
DBA/1 Hintergrund untersucht. Die Rolle der aktivierenden Fcγ-Rezeptoren FcγRI und 
FcγRIII wurde mit Hilfe eines Mausstammes auf DBA/1 Hintergrund untersucht, der defizient 
für die gemeinsame γ-Kette war. 16 FcγRIIB-/- auf DBA/1 Hintergrund und 24 Mäuse auf 
DBA/1 Hintergrund, die defizient für die gemeinsame γ-Kette sind, wurden mit rhG6PI im-
munisiert. Zur Kontrolle wurde in 11 Wildtyp DBA/1 Tieren eine Arthritis induziert und der 
klinische Verlauf der Arthritisinduktion in den drei Gruppen über 30 Tage bei den Wildtyp-
mäusen oder 54 Tage bei den FcγRIIB-/- oder gemeinsame γ-Kette defizienten Mäuse auf 
DBA/1 Hintergrund beobachtet (Abb. 4.24). 10 von 11 Wildtyp DBA/1 Mäusen entwickelten 
an Tag 9 nach Immunisierung erste Anzeichen einer Arthritis. Der klinische Index nahm bis 
Tag 15 zu und erreichte dort sein Maximum bei 5,8 ± 0,7. Anschließend nahm der Schwere-
grad der Arthritis im klinischen Verlauf wieder langsam ab und erreichte an Tag 30 noch ei-
nen relativ hohen mittleren Schweregrad der Arthritis von 3,7 ± 1,2. In der Grafik wurden in 
allen drei Gruppen nur die Tiere dargestellt, die zu irgendeinem Zeitpunkt klinische Zeichen 
einer Arthritis zeigten. Nur 8/24 (33%) der Mäuse, die defizient für die gemeinsame γ-Kette 
waren, entwickelten zwischen den Tagen 9 und 13 schwache klinische Zeichen einer Arthri-
tis. Erst an Tag 15 wurde ein mittlerer Arthritisgrad von 1,6 ± 0,3 gemessen, der bis Tag 29 
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relativ konstant blieb und zwischen 1,2 ± 0,5 an Tag 18 und 1,7 ± 0,4 an Tag 21 schwankte. 
Danach nahm der Schweregrad der Arthritis kontinuierlich bis auf 0,1 ± 0,1 an Tag 54 ab. 
 
Abb. 4.25: HE-färbung eines Gelenkschnit-tes (100x Vergrößerung) an Tag 21 nach Arthritisinduktion in 
einer DBA/1 FcγRIIB-/- Maus. DBA/1 FcγRIIB-/- Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert und an Tag 21 histo-
logisch untersucht. Gezeigt wurde eine schwere Synovitis (Pfeil), Periostitis (*), Tenosynovitis (Pfeilkopf) und 
Periarthritis (Ο) des Sprunggelenks an einer hinteren Pfote der Maus. Der eingefügte Schnitt zeigt einen Aus-
schnitt (200x Vergrößerung) aus dem Überblicksschnitt. Hier konnten deutlich multinukleäre Osteoklasten (Ο), 
eine gerissene Sehne mit nekrotischem Gewebe (Pfeil), sowie dichte inflammatorische Infiltrate beobachtet wer-
den (Pfeilköpfe). Außerdem kam es zur Pannusformation (*), welcher aus Lymphozyten, Fibroblasten, Mastzel-
len, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten bestand und zur Zerstörung des Knochen führte. 
Alle DBA/1 FcγRIIB-/- Tiere entwickelten 9 Tage nach Immunisierung eine Arthritis deren 
Schweregrad bis Tag 15 schnell zunahm und dort und an Tag 18 einen maximalen mittleren 
Grad von 7,3 ± 1,2 erreichte. Dieser Wert lag deutlich über den gemessenen 5,8 ± 0,7 der 
Wildtyp DBA/1 Mäuse an Tag 15. Anschließend nahm die Arthritis langsam ab. An Tag 54 
wurde noch ein mittlerer Schweregrad von 3,6 ± 0,9 gemessen. Die DBA/1 FcγRIIB-/- Mäuse 
entwickelten eine Arthritis mit schwererem Verlauf und höherer Inzidenz als die Kontroll-
gruppe der Wildtyp DBA/1 Mäuse. Im Gegensatz dazu entwickelten die DBA/1 Mäuse, die 
defizient für die gemeinsame γ-Kette waren, eine Arthritis mit geringer Inzidenz und mildem 
klinischen Verlauf. Auch histologisch konnte der schwerste klinische Verlauf der DBA/1 
FcγRIIB-/- Mäuse beobachtet werden (Abb. 4.25). Der HE-Schnitt zeigt eine 100x Vergröße-
rung des Sprunggelenks einer hinteren Pfote dieser Tiere. Deutlich konnten massiven Infiltra-
tionen inflammatorischer Zellen beobachtet werden, die stärker waren als in den Wildtyp 
DBA/1 Mäusen (Vergleiche Kap. 4.2.3). Die Infiltrationen in die synoviale Deckzellschicht 
führte zu einer Synovitis stärksten Grades mit starker Verdickung der Deckzellschicht. Die 
Inflammation betraf aber auch das umliegende Gewebe, insbesondere die Sehnen und Kno-
chen. So war deutlich eine Infiltration der Sehne zu beobachten, die sogar zur Ruptur der 
Sehne führte (Pfeilköpfe). In der Vergrößerung dieses Ausschnittes (200x) konnte nekroti-
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sches Gewebe um die gerissene Sehne herum beobachet werden (Pfeil und Pfeilköpfe in der 
Vergrößerung). Daneben war eine Periostitis (*) der umliegenden Knochen und eine Peri-
arthritis (O) zu beobachten. Die Vergrößerung des Ausschnittes zeigte auch die Formierung 
eines Pannus (*). Dieser Pannus bestand aus Fibroblasten, Lymphozyten, Mastzellen, 
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten und führte zur vollständigen Zerstörung des 
Knochens.  
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Abb. 4.26: Antikörpertiter gegen G6PI nach Arthritisinduktion in DBA/1 FcγRIIB-/-und  FcγR-/- Mäusen. 
Je fünf DBA/1 FcγRIIB-/- und  FcRγ-/- Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. An Tag 21 wurde Serum gewon-
nen und im ELISA auf die Anwesenheit von Antikörpern, die gegen rhG6PI und rmG6PI gerichtet waren, unter-
sucht. Die höchste Serumverdünnung bei der anti-G6PI Antikörper noch detektierbar waren, wurde als Mittel ± 
SEM dargestellt. 
 
Zusätzlich sollte die Antikörperentwicklung gegen G6PI im G6PI-induzierten Modell in den 
FcγRIIB-/-  DBA/1 Mäusen und in den gemeinsame γ-Kette defizienten  DBA/1 Mäusen unter-
sucht werden. An Tag 21 nach Immunisierung wurde Serum aus den Tieren gewonnen und im 
ELISA auf die Anwesenheit von anti-G6PI Antikörpern untersucht. Die DBA/1 Tiere, die 
defizient für die gemeinsame γ-Kette waren, entwickelten einen Antikörpertiter von 1:348.160 
gegen rhG6PI und von 1:40.960 gegen rmG6PI. Die DBA/1 FcγRII-/- Mäuse entwickelten 
einen Antikörpertiter von 1:409.600 gegen rhG6PI und von 1:25.600 gegen rmG6PI. Die An-
tikörpertiter lagen bei beiden Stämmen sowohl gegen humane G6PI als auch gegen murine 
G6PI in der gleichen Größenordnung. In beiden untersuchten Stämmen wurden weniger Anti-
körper gegen murine G6PI gebildet als gegen humane G6PI. Somit hatte es auf die Entwick-
lung von Antikörpern gegen G6PI keinen Einfluss, ob DBA/1 FcγRII-/- oder DBA/1 Mäuse, 
die defizient für die gemeinsame γ-Kette waren, mit rhG6PI immunisiert wurden. 
 
                                                                                                                  4 Ergebnisse 
77 
4.3.6 Die Rolle des Komplementfaktors C5 bei der Arthritisinduktion mit 
Glukose-6-phosphat Isomerase 
Die Antikörperbindung an Antigene führt nicht nur zur Aktivierung akzessorischer Effektor-
zellen, die über Fc-Rezeptoren verfügen. Antikörper sind auch an der Schnittstelle zwischen 
adaptiver und angeborener Immunität bei der Aktivierung des klassischen Weges der Kom-
plementkaskade beteiligt. Hier sollte untersucht werden, ob bei der G6PI-induzierten Arthritis 
in DBA/1 Mäusen das Komplementsystem für die Pathogenese wichtig ist. Durch Blockie-
rung oder Depletion von C5, der zentralen Komponente der Komplementkaskade, kann die 
Komplementkaskade inhibiert werden. Hier wurde die Rolle des Komplements durch Deple-
tion von C5 mit dem C5-depletierenden Antikörper BB5.1 untersucht. DBA/1 Mäuse wurden 
mit rhG6PI immunisiert. An den Tagen 6, 9 und 12 nach Immunisierung wurden die Tiere 
jeweils mit 750µg des Antikörpers BB5.1 durch i.p. Injektion behandelt. Der klinische Ver-
lauf und die Inzidenz wurde über 30 Tage beobachtet (Abb. 4.27).  
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Abb. 4.27: Die Rolle des C5 Komplementfaktors in der G6PI-induzierten Arthritis. DBA/1 Mäuse wurden 
mit rhG6PI immunisiert. An Tag 6, 9 und 12 wurden 10 Tiere mit dem C5 depletierenden Antikörper BB5.1 
durch i.p. Injektion behandelt (Quadrate). 5 Tiere blieben unbehandelt (Dreiecke). Die Tiere wurden über einen 
Zeitraum von 30 Tagen hinsichtlich der Inzidenz mit der die Arthritis auftrat (A) beobachtet. Die Tiere, die eine 
Arthritis entwickelten, gingen in den klinischen Verlauf ein (B). Gezeigt wurde der mittlere klinische Index ± 
SEM. 
Die Kontrolltiere entwickelten 9 Tage nach Immunisierung eine Arthritis. 80% aller unbehan-
delten DBA/1 Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt schon klinische Zeichen einer Arthritis 
(Abb. 4.27 A). Zwischen Tag 10 und Tag 17 litten alle Tiere unter einer Arthritis. Von Tag 19 
an nahm die Inzidenz von 80% bis auf  20% an Tag 26 ab. Bei den behandelten Tiere waren 
an Tag 10 erst 11 % der Tiere krank. Auch danach entwickelte sich die Arthritis langsamer 
und mit geringerer Inzidenz als bei der Kontrollgruppe. Die Inzidenz stieg bis zum  Tag 17 
auf 66%, nahm dann zwei Tage später wieder auf 44% ab und fiel dann bis Tag 26 auf 11% 
ab. Von Tag 28 an zeigte keines der Tiere mehr klinische Zeichen einer Arthritis. Neben der 
                                                                                                                  4 Ergebnisse 
78 
unterschiedlichen Inzidenz war auch der klinische Verlauf der erkrankten Tiere unterschied-
lich (Abb. 4.27 B). Die Kontrollgruppe zeigte einen normalen Verlauf der Erkrankung und 
erreichte an Tag 12 einen maximalen mittleren Arthritisgrad von 5,4 ± 0,7. Anschließend 
nahm der mittlere Arthritisgrad beginnend von Tag 17 wieder kontinuierlich ab, bis an Tag 30 
nur noch ein mittlerer Arthritisgrad von 0,6 ± 0,6 gemessen wurde. Bei den behandelten Tie-
ren wurde erst an Tag 12 ein mittlerer Arthritisgrad von 2,2 ± 1,3 gemessen. Zwischen dem 
Tag 12 und 21 schwankte der mittlere Arthritisgrad zwischen 1,7 ± 0,9 an Tag 14 und 2,8 ± 
0,9 an Tag 21. Anschließend nahm der mittlere Arthritisgrad kontinuierlich ab. An Tag 30 
zeigte keines der Tiere mehr klinische Zeichen einer Arthritis. Aufgrund der Behandlung mit 
dem Antikörper BB5.1 erkrankten weniger Tiere und die Arthritis verlief milder.  
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Abb. 4.28: Komplementaktivität nach Depletion von C5 in DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wurden mit 
rhG6PI immunisiert. Das Komplementprotein C5 wurde durch i.p. Injektion von 750 µg des Antikörpers BB5.1 
an den Tagen 6, 9 und 12 depletiert. Das Serum dieser Tiere und von unbehandelten Kontrolltieren wurde an Tag 
14 nach Immunisierung gewonnen. Sensitivierte Schafserythrozyten wurden mit dem gewonnenen Serum zu-
sammen mit einem C5-defizientem humanen Serum inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Erythrozyten nur mit 
den murinen Kontrollseren oder nur mit dem C5 defizientem Serum inkubiert. Das durch die Lyse freigesetzte 
Hämoglobin wurde photometrisch vermessen und daraus die mittlere % Lyse ± SEM bestimmt. Die Werte setz-
ten sich aus 10 Tieren, die behandelt wurden, und drei Kontrolltieren zusammen. 
Die Effizienz der Blockade des Komplementsystems wurde über die Fähigkeit des Serums zur 
Hämolyse kontrolliert. Sensitivierte Schafserythrozyten wurden mit dem Serum der behandel-
ten oder der Kontrolltiere in Anwesenheit von C5 freiem humanen Serum inkubiert und die 
Lyse der Erythrozyten über das freigesetzte Hämoglobin photometrisch vermessen (Abb. 
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4.30). Mausserum ist ohne zusätzliches humanes Serum nicht in der Lage, Erythrozyten zu 
lysieren. Das C5 freie humane Serum alleine konnte nur 1,3 % der Erythrozyten lysieren. 
Auch die Kontrollseren der unbehandelten Tiere konnten ohne C5 freiem Serum nur 2,2 ± 0,2 
% der Erythrozyten lysieren. Wurden die Kontrollseren  zusammen mit dem C5 freiem Serum 
mit sensitivierten Schafserythrozyten inkubiert, wurden 62,7 ± 7,8 % der Erythrozyten lysiert. 
Eine verminderte lytische Aktivität zeigten die aus behandelten Mäusen gewonnen Seren auf. 
Hier konnte wurde nur noch eine Lyse von 43,4 ± 5,6 % gemessen werden. Das entsprach 
einer durchschnittlichen Reduktion der Komplementaktivität von ungefähr 30 %. Obwohl die 
Komplementaktivität nicht vollständig blockiert wurde, wurde durch die Behandlung der Tie-
re mit dem C5 depletierenden Antikörper BB5.1 die Inzidenz und vor allem auch der Verlauf 
der Arthritis deutlich beeinflusst. 
4.4 Die Rolle der T-Zellen und Zytokine in der G6PI-
induzierten Arthritis 
4.4.1 Zelluläre Antwort auf Glukose-6-phosphat Isomerase nach Immuni-
sierung 
Nach Immunisierung mit rhG6PI entwickelten nur Mäuse vom DBA/1 Stamm eine Arthritis. 
In allen anderen Stämmen mit Ausnahme des DBA/1 DR4-Kim Stammes, wo eines von elf 
Tieren eine Arthritis entwickelte, wurden kein Tier nach Immunisierung krank. Hier sollte 
untersucht werden, ob die Zellen aus den drainierenden Lymphknoten nach Immunisierung 
mit rhG6PI restimuliert werden konnten und nach Erkennung der präsentierten G6PI prolife-
rieren. Dabei sollte die Proliferation zwischen dem suszeptiblen DBA/1 Stamm und den nicht-
suszeptiblen Stämmen verglichen werden. Mäuse unterschiedlicher Stämme wurden mit 
rhG6PI immunisiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine Einzelzellsuspension aus den 
inguinalen Lymphknoten hergestellt. Diese wurden mit rhG6PI restimuliert und die Prolifera-
tion über den 3H-Thymidineinbau gemessen. Der Stimulationsindex berechnete sich dabei aus 
dem Quotienten der Werte mit rhG6PI restimulierten Zellen und der unstimulierten Zellen. 
Sechs Tage nach der Arthritisinduktion wurde in den DBA/1 Mäusen (Abb. 4.29 A) eine erste 
zelluläre Antwort gegen G6PI gemessen. An den Tagen 9 und 12 erreichte die zelluläre Ant-
wort gegen G6PI ihren Höhepunkt mit einem mittleren Stimulationsindex von 7,3 ± 0,2. An-
schließend nahm die zelluläre Antwort gegen G6PI rapide ab und erreichte an Tag 18 einen 
mittleren Stimulationsindex von 2,2 ± 0,2. Bei keinem der anderen untersuchten Stämme 
wurde zu irgendeinem Zeitpunkt ein Stimulationsindex > 3,2 gemessen (Abb. 4.29 B). 
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Abb. 4.29: Poliferation von Zellen der inguinalen Lymphknoten nach Restimulation mit rhG6PI. Zellen 
der inguinalen Lymphknoten von DBA/1 Mäusen (A) oder anderer nicht-suszeptibler Mausstämme (B) wurden 
zu unterschiedlichen Zeiten nach Immunisierung mit rhG6PI für 72h in 96 Muldenplatten kultiviert. Die Zellen 
blieben unstimuliert oder wurden mit 10µg/ml rhG6PI restimuliert. In den letzten 16h der Kultur wurde 1µCi 3H-
Thymidin zugegeben. Die Proliferation wurde am β-Szintillationszähler gemessen. Der Stimulationsindex war 
dabei der Quotient aus den Werten, die für rhG6PI restimulierte Zellen gemessen wurden  und den Werten , die 
für die unstimulierten Zellen gemessen wurde. Der Stimulationsindex wurde als Mittel ± SEM angegeben. Zu 
jedem Zeitpunkt wurden 3 DBA/1 Mäuse bzw. 2 Mäuse anderer Stämme benutzt. 
 
Insgesamt schwankten die gemessenen Stimulationsindices bei den unterschiedlichen Stäm-
men zwischen 1,5 und 2,5. Die DBA/1 Mäuse zeigten eine schwache, wenn auch deutliche 
zelluläre Antwort nach Restimulation mit rhG6PI, während die nicht-suszeptiblen Stämme, 
wie B10.Q, B10.A, AKR, BALB/c, SWR, DR4mix und C57BL/6, keine bzw. gerade detek-
tierbare Antwort zeigten. 
 
4.4.2 Messung der Proliferation der T-Lymphozyten mit CFDA-SE 
 
Die in 4.4.1 dargestellte Proliferation von Zellen aus den inguinalen Lymphknoten ließ keinen 
Schluss zu, welche Subpopulation von Lymphozyten nach Restimulation mit rhG6PI zur Pro-
liferation angeregt wurde. Da für die weiteren Untersuchungen entscheidend war, ob CD4 T-
Lymphozyten an der Pathogenese beteiligt waren, sollte hier untersucht werden, ob CD4 T-
Zellen nach Restimulation mit rhG6PI aktiviert wurden und proliferierten.  
DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI in CFA oder mit PBS in CFA immunisiert. An Tag 11 
wurden die inguinalen Lymphknoten entnommen und mit CFDA-SE markiert, um die Prolife-
ration am Durchflsszytometer zu verfolgen. Anschließend wurden die Zellen für 72h mit 
rhG6PI oder rmG6PI restimuliert und dann im FACS gegen CD4 vermessen.  
Nach Immunisierung mit PBS in CFA proliferierten nur maximal 0,05% der CD4 T-
Lymphozyten nach Restimulation mit rhG6PI oder rmG6PI bzw. ohne Zugabe von Antigen 
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(Abb. 4.30). Dies zeigte klar, dass das CFA der Immunisierung und die rhG6PI bzw. rmG6PI 
alleine keinen Effekt auf die Proliferation von CD4 T-Lymphozyten in der Kultur hatten.  
Nach Immunisierung mit rhG6PI proliferierten 0,73% der CD4 T-Lymphozyten spontan ohne 
Zugabe eines Antigens. Bei Restimulation mit rhG6PI bzw. rmG6PI proliferierten 1,02% 
bzw. 0,84% der CD4+ Zellen. Nach Restimulation mit rhG6PI oder rmG6PI nahm die Zahl 
der CD4 T-Lymphozyten, die proliferierten, zu, wobei der Effekt nach Restimulation mit 
rhG6PI deutlicher war als nach Restimulation mit rmG6PI. Die CD4 T-Lymphozyten zeigten 
eine spezifische, zugleich aber auch schwache Antwort auf das Antigen mit dem die Tiere 
immunisiert wurden. 
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Abb. 4.30: Proliferation der CD4 T-Lymphozyten nach Restimulation mit rhG6PI. DBA/1 Mäuse wurden 
mit rhG6PI/CFA oder mit PBS/CFA immunisiert. An Tag 11 nach Immunisierung wurden die inguinalen 
Lymphknoten entnommen und die Zellen mit CFDA-SE markiert. Anschließend wurden die Zellen mit rhG6PI 
oder rmG6PI restimuliert bzw. blieben unstimuliert. Danach wurden die Zellen gegen CD4 gefärbt, im FACS 
analysiert und über die Abnahme der CFDA-SE-Intensität die Proliferation bestimmt. Dargestellt ist exempla-
risch eine Messung  für 1 von 3 Tieren zu diesem Zeitpunkt. 
 
4.4.3 Zytokinproduktion von CD4+ T-Zellen nach Restimulation mit Glu-
kose-6-phosphat Isomerase 
Eine wichtige Funktion der CD4 T-Lymphozyten ist die Sezernierung von Zytokinen. Mit 
Hilfe dieser Zytokine werden unterschiedliche Effektormechanismen initiiert. Daher wurden 
DBA/1 Mäuse mit rhG6PI immunisiert und an den Tagen 6, 9 oder 11 die Milz und die ingui-
nalen Lymphknoten entnommen. Die Zellen der Milz und der inguinalen Lymphknoten wur-
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den mit rhG6PI für 6h restimuliert. Anschließend wurden die Zellen CD4 gefärbt, fixiert und 
intrazellulär gegen Zytokine gefärbt. Dabei wurde die Produktion der Zytokine IL-2, TNF-α, 
IFN-γ, IL-4, IL-17, IL-10 und IL-6 untersucht. Die Spezifität der Färbungen wurde mit un-
spezifischen  fluoreszenzfarbstoffmarkierten Isotypantikörpern kontrolliert.  
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Abb. 4.31: CD4+ Zellen exprimieren TNF-α, IL-6 und IL-17 nach Restimulation mit rhG6PI. DBA/1 Mäu-
se wurden mit rhG6PI immunisiert. 11 Tage später wurden die Milz und die inguinalen Lymphknoten entnom-
men. Die Zellen wurden für 6h mit rhG6PI restimuliert, anschließend CD4 gefärbt, fixiert und intrazellulär ge-
gen IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ und TNF-α gefärbt. Die Spezifität der Färbungen wurde mittels Isoty-
pantikörper kontrolliert. Die Frequenz der positiven Zellen in den Quadranten ist in % der CD4+ Zellen angege-
ben. Gezeigt wird die repräsentative Färbung der inguinalen Lymphknoten einer von drei Mäusen an Tag 11.  
Abb. 4.31 zeigt eine repräsentative Messung einer Färbung von inguinalen Lymphknotenzel-
len an Tag 11. Die Messung  der Zytokine war spezifisch, da die Isotypantikörper nicht un-
spezifisch in den Zellen banden. Die Zellen produzierten nach Restimulation mit rhG6PI kein 
IL-10 und kein IL-2. Unter 0,1% der CD4+ Zellen produzierten IFN-γ und IL-4 nach Abzug 
der Isotypkontrollen. TNF-α dagegen wurde von 0,3% bis 0,4% der CD4+ Zellen exprimiert. 
Auch IL-17 wurde von 0,16% und IL-6 von 0,1% der CD4+ Zellen exprimiert. Damit wurden 
vor allem pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-α,IL-17 und IL-6 sekretiert. Neben Tag 
11 wurde die Zytokinproduktion der CD4+ T-Zellen auch an den Tagen 6 und 9 untersucht 
(Abb. 4.32). An diesen Tagen wurden die Milz und die inguinalen Lymphknoten entnommen 
und nach oben beschriebenem Verfahren durchflusszytometrisch auf die Produktion von Zy-
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tokinen untersucht. Dargestellt sind die Ergebnisse als Mittel ± SEM der Zytokinproduktion 
der drei an dem jeweiligen Tag untersuchten Tiere. In den inguinalen Lymphkonten war an 
allen drei untersuchten Tagen TNF-α das am stärksten exprimierte Zytokin. Die Frequenz 
unter den CD4+ Zellen schwankte dabei zwischen 0,40% an Tag 11 und 0,36% und Tag 6.  
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Abb. 4.32: Zytokinexpression von CD4+ Zellen nach Restimulation mit rhG6PI. DBA/1 Mäuse wurden mit 
rhG6PI immunisiert. 6, 9 und 11 Tage später wurden die Milz und die inguinalen Lymphknoten entnommen. Die 
Zellen wurden mit rhG6PI restimuliert, anschließend CD4 gefärbt, fixiert und intrazellulär gegen IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17, IFN-γ und TNF-α gefärbt. Dargestellt wurden die Ergebnisse von 3 Tieren pro Zeitpunkt als 
Mittel der Zytokinproduktion der CD4+-Zellen ± SEM. 
Daneben wurde vor allem IL-17 produziert. An Tag 6 exprimierten 0,24% der CD4+ Zellen 
IL-17. Diese Frequenz nahm dann etwas ab und schwankte zwischen 0,15% und 0,18% an 
den Tagen 9 und 11. Auch IL-6 wurde verstärkt produziert. Dabei schwankte die Produktion 
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in den CD4+ Zellen an den unterschiedlichen Tagen erheblich. Produzierten an Tag 6 noch im 
Mittel 0,20% der CD4+ Zellen IL-6 und an Tag 11 noch 0,14%, so war an Tag 9 mit 0,03% 
kein IL-6 detektierbar. Bei allen anderen Zytokinen, die in den CD4+ Zellen der inguinalen 
Lymphknoten untersucht wurden, lag die Frequenz der Zytokinproduzenten immer unter 
0,1% mit Ausnahme von IL-2 an Tag 6, wo 0,14% der CD4+ Zellen IL-2 produzierten.  
Ein ähnliches Bild zeigten die CD4+ Zellen der Milz. Auch hier war TNF-α das vorherr-
schende Zytokin. Die Frequenz lag sogar noch deutlich über der Frequenz in den inguinalen 
Lymphknoten. An Tag 6 produzierten 1,23% der CD4+ Zellen TNF-α. Die Frequenz nahm 
dann kontinuierlich ab, so dass an Tag 9 nur noch 0,94% und an Tag 11 0,57% der CD4+ Zel-
len TNF-α sezernierten. Auch IL-6 wurde in den CD4+ Zellen der Milz zu allen Zeitpunkten 
exprimiert. An Tag 6 lag die Frequenz bei 0,75%, stieg dann bis Tag 9 auf 1,01% an und fiel 
schließlich an Tag 11 auf 0,46% ab. Wie in den inguinalen Lymphknoten wurde auch IL-17 
gemessen. Die Frequenz der IL-17 exprimierenden CD4+ Zellen schwankte zwischen 0,27% 
an Tag 6 und 0,12% an Tag 11. Im Gegensatz zu den inguinalen Lymphknoten exprimierten 
die CD4+ Zellen in der Milz an den Tagen 6 und 9 auch INF-γ mit Frequenzen > 0,20%. IL-10 
konnte zu keinem Zeitpunkt detektiert werden. IL-4 wurde nur an Tag 6 mit einer Frequenz 
von 0,26% der CD4+ Zellen exprimiert. Auch IL-2 war nur an Tag 9 mit einer Frequenz von 
0,13% detektierbar. TNF-α, IL-17 und IL-6 waren die vorherrschenden Zytokine, die nach 
Restimulation von Milz und Lymphknotenkulturen mit rhG6PI exprimiert wurden. Dabei war 
die Expression der Zytokine in der Milz im Durchschnitt höher als in den inguinalen Lymph-
knoten. 
4.4.4 Prävention der G6PI-induzierten Arthritis durch TNF-Blockade 
CD4+ Zellen der rhG6PI immunisierten DBA/1 Mäuse produzierten nach Restimulation mit 
rhG6PI vor allem TNF-α. Hier sollte untersucht werden, ob TNF-α an der Pathogenese der 
G6PI-induzierten Arthritis beteiligt ist. Die Funktion des TNF-α sollte mit Hilfe eines lösli-
chen dimeren Rezeptors des TNF-α, dem sTNFR-p75-IgG-Fc (Etanercept), der mit dem Fc-
Teil des humanen IgG1 fusioniert wurde, blockiert werden. DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI 
immunisiert und wurden täglich bis Tag 9 und anschließend jeden dritten Tag mit 100µg Eta-
nercept in PBS i.p. behandelt. Die Tiere wurden über einen Zeitraum von 30 Tagen beobach-
tet. 17 der 20 (85%) unbehandelten Tiere erkrankten schon 10 Tage nach Immunisierung 
(Abb. 4.33 A). Bis zum Tag 19 schwankte die Inzidenz der Arthritis zwischen 70% und 85% 
und nahm erst dann langsam kontinuierlich ab, bis an Tag 30 nur noch 35% der Kontrolltiere 
Zeichen einer Arthritis zeigten. Dagegen entwickelten nur 30% der mit Etanercept behandel-
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ten Tiere überhaupt eine Arthritis. Die Entwicklung der Arthritis erfolgte ungefähr eine Wo-
che verzögert im Gegensatz zu den Kontrolltieren, da erst an Tag 16 30% der Tiere krank 
waren. Die Anzahl der Tiere mit klinischen Zeichen einer Arthritis änderte sich bis Tag 23 
nicht deutlich und schwankte zwischen fünf und sechs. Erst von Tag 26 an zeigten nur noch 
vier Tiere klinische Zeichen einer Arthritis. Die Kontrollgruppe zeigte erste klinische Zeichen 
einer Arthritis nach 9 Tagen und erreichte an Tag 14 einen maximalen mittleren Arthritisgrad 
von 5,9 ± 0,5 (Abb. 4.33 B). Anschließend nahm der Schweregrad der Arthritis kontinuierlich 
ab.  
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Abb. 4.33: Prävention der G6PI-induzierten Arthritis durch TNF-Blockade. DBA/1 Mäuse wurden mit 
rhG6PI immunisiert. 20 DBA/1 wurden mit 100µg des dimeren löslichen TNF-Rezeptors p75, der mit dem Fc-
teil des humanen IgG1 fusioniert wurde, behandelt (Etanercept). Die Behandlung erfolgte an den Tagen 0 bis 9 
täglich und anschließend jeden dritten Tag. Die Entwicklung der Arthritis wurde über 30 Tage verfolgt (A + B). 
Etanercept behandelte Tiere entwickelten eine Arthritis mit einer Inzidenz von 30% (6/20) (Quadrate) (A). Da-
gegen erkrankten 85% der Kontrolltiere (17/20) (Dreiecke). Die erkrankten, mit Etanercept behandelten Tiere 
zeigten eine verzögerte Entwicklung der Arthritis (B)  (Quadrate) mit einem geringeren maximalen mittleren 
Arthritisgrad als die erkrankten Kontrolltiere (Dreiecke). In dem klinischen Verlauf wurden nur die Tiere be-
rücksichtigt, die eine Arthritis entwickelten und diese wurden als Mittel ± SEM dargestellt. 
Die erkrankten, mit sTNFR-p75 behandelten Tiere zeigten ein anderes Bild. Zwar entwickelte 
auch hier schon an Tag 9 eine Maus eine Arthritis. Insgesamt trat die klinische Entwicklung 
der Arthritis verzögert ein. Erst an Tag 18 erreichten die behandelten Tiere einen maximalen 
mittleren Arthritisgrad von 4,6 ± 1,0.  Dieser Arthritisgrad war zwar deutlich geringer als der 
maximale mittlere Arthritisgrad der Kontrollmäuse an Tag 14, aufgrund der geringen Zahl der 
erkrankten, behandelten Tiere aber nicht signifikant (P>0,05 ). Weiterhin wurde die Dosisab-
hängigkeit der Etanercept Behandlung bei der G6PI-induzierten Arthritis untersucht. Dazu 
wurden wie oben beschrieben Mäuse mit rhG6PI immunisiert und mit 30µg Etanercept täg-
lich bis Tag 25 behandelt. Alle Kontrolltiere entwickelten schon 10 Tage nach Immunisierung 
eine Arthritis (Abb. 4.34 A). Bis zum Tag 21 zeigten immer noch 88% der Tiere klinische 
Zeichen einer Erkrankung. In diesem Experiment konnte über den gesamten Beobachtungs-
zeitraum noch eine Inzidenz der Arthritis von 63% der Tieren beobachtet werden. Die mit 
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30µg Etanercept behandelten Tiere entwickelten, ähnlich wie Mäuse, die mit 100µg behandelt 
wurden, eine verzögerte Arthritis. Beginnend von Tag 10 entwickelten erst an Tag 18 67% 
der Tiere eine Arthritis. Anschließend nahm die Inzidenz der Arthritis stetig ab und erreichte 
von Tag 24 an eine Inzidenz, die zwischen 20% und 26% schwankte. Der klinische Verlauf 
der Kontrolltiere entsprach den schon zuvor beschriebenen Verläufen. Beginnend von Tag 9 
erreichten die Tiere einen maximalen mittleren Arthritisgrad von 6,5 ± 1,0 an Tag 14, der 
dann langsam auf 3,5 ± 1,0 an Tag 30 abnahm. Der klinische Verlauf der mit 30µg Etanercept 
behandelten Tiere reflektierte die verzögerte Entwicklung der Arthritis. Beginnend von Tag 
10 an nahm der mittlere Arthritisgrad nur langsam zu und erreichte an Tag 18 mit 3,1 ± 0,7 
sein Maximum. Der Unterschied zwischen dem maximalem mittleren Arthritisgrad der Kon-
trolltiere und der behandelten Tiere ist signifikant (Mann Whitney-Test :P<0,05). Nach Tag 
18 nahm der klinische Schweregrad der Arthritis wieder langsam ab und ereichte an Tag 30 
einen Wert von 1,1 ± 0,5. Auch die Behandlung mit 30µg Etanercept war wirksam. Im Ge-
gensatz zu der Behandlung mit 100µg war die präventive Wirkung jedoch viel geringer, da 
67% der mit 30µg behandelten erkrankten anstatt 30% der mit 100µg behandelten. Bei beiden 
Dosen trat die Arthritis um eine Woche verzögert ein. Zumindest bei der Behandlung mit 
30µg war der Verlauf der Arthritis signifikant milder als bei den Kontrolltieren. Bei Behand-
lung mit 100µg konnte aufgrund der geringen Tierzahl kein signifikanter Unterschied beim 
maximalen mittleren Arthritisgrad festgestellt werden. 
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Abb.4.34: Prävention der G6PI-induzierten Arthritis mit einer geringen Dosis Etanercaept. DBA/1 Mäuse 
wurden mit rhG6PI immunisiert. 15 DBA/1 wurden mit 30µg des dimeren löslichen TNF-Rezeptors p75 behan-
delt. Die Behandlung erfolgte täglich bis Tag 25 nach Immunisierung. Die Entwicklung der Arthritis wurde über 
30 Tage verfolgt (A + B). Etanercept behandelte Tiere entwickelten eine Arthritis mit einer Inzidenz von 67% 
(10/15) (A, Quadrate). Dagegen erkrankten 100% (8/8) der Kontrolltiere (Dreiecke). Die erkrankten, mit Etaner-
cept behandelten Tiere zeigten eine verzögerte Entwicklung der Arthritis (B, Quadrate) mit einem geringeren 
maximalen mittleren Arthritisgrad als die erkrankten Kontrolltiere (Dreiecke). In dem klinischen Verlauf wurden 
nur die Tiere berücksichtigt, die eine Arthritis entwickelten und wurden als Mittel ± SEM dargestellt. 
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4.4.5 Therapie der G6PI-induzierten Arthritis durch TNF-Blockade 
Die Behandlung mit 100µg Etanercept nach Immunisierung mit rhG6PI wirkte in den meisten 
Tieren präventiv auf die Entwicklung einer Arthritis. Hier sollte untersucht werden, ob Eta-
nercept auch therapeutisch bei Tieren wirkt, die schon eine Arthritis entwickelt hatten. 16 
DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. Von Tag 11 bis Tag 23 wurden 10 Tiere täg-
lich mit 100µg Etanercept i.p. behandelt. Die anderen Tiere dienten zur Kontrolle. Die Inzi-
denz und der klinische Verlauf wurden über 30 Tage beobachtet.  
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Abb. 4.35: Therapie einer entwickelten Arthritis nach G6PI Immunisierung mit Etanercept. DBA/1 Mäuse 
wurden mit rhG6PI immunisiert, um eine Arthritis zu induzieren. 10 DBA/1 Mäuse wurden mit 100µg des dime-
ren löslichen TNF-Rezeptors p75 behandelt. Die Behandlung erfolgte täglich von Tag 11 bis Tag 23 nach Im-
munisierung. Die Entwicklung der Arthritis wurde über 30 Tage verfolgt (A + B). Etanercept behandelte Tiere 
(A, blaue gefüllte Quadrate) und die 6 Kontrolltiere (A, schwarze gefüllte Dreiecke) entwickelten eine Arthrtis 
mit einer Inzidenz von 100%. In dem klinischen Verlauf (B) wurden der klinische Index als Mittel ± SEM darge-
stellt.  
 
Alle Tiere entwickelten nach 10 Tagen eine Arthritis (Abb. 4.35 A). Bei den Kontrolltieren 
konnten bis Tag 26 bei allen Tieren klinische Zeichen einer Arthritis beobachtet werden. Erst 
ab Tag 28 nahm die Inzidenz bis auf 50 % an Tag 30 ab. Bei den mit Etanercept behandelten 
Tieren schwankte die Inzidenz zwischen Tag 19 und Tag 21 zwischen 100 und 80 %. Von 
Tag 22 an nahm die Inzidenz dann bis auf 20 % an Tag 30 langsam ab. Der klinische Verlauf 
zwischen beiden Gruppen war ähnlich (Abb. 4.35 B). An Tag 11 erreichten die mit Etanercept 
behandelten Tieren einen maximalen mittleren Arthritisgrad von 7,7 ± 0,2. An diesem Tag 
wurde mit der Etanerceptbehandlung begonnen. Anschließend nahm der Grad der Arthritis 
langsam ab. Trotz Behandlung konnte an Tag 17 noch ein mittlerer Grad der Arthritis von 6,2 
± 0,7 gemessen werden. Erst von Tag 22 an lag der Arthrtitisgrad unter 3 und erreichte an Tag 
30 schließlich eine Grad von 0,8 ± 0,5. Die Kontrolltiere ereichten an Tag 13 ihren maxima-
                                                                                                                  4 Ergebnisse 
88 
len Grad der Arthritis von 8,0 ± 0,0. Bis Tag 18 blieb dieser maximale Grad der Arthritis er-
halten und nahm dann erst von Tag 19 an langsam ab. An Tag 23 betrug der mittlere Arthri-
tisgrad noch 4,8 ± 0,7 und sank bis Tag 30 auf 0,8 ± 0,4. Bis auf die Tage 20, 21 und 26 ist 
der klinische Verlauf nicht signifikant unterschiedlich (Mann-Whitney-Test : P<0,05). Die 
therapeutische Behandlung mit Etanercept zeigt keine Veränderung in der Inzidenz und im 
klinischen Verlauf in der G6PI-induzierten Arthritis im Vergleich mit unbehandelten Tieren. 
4.4.6 CD4+ Zelldepletion in der Induktionsphase der G6PI-induzierten 
Arthritis 
In den Kapiteln 4.4.1 bis 4.4.3 wurde gezeigt, dass sich CD4+ T-Zellen nach Immunisierung 
mit rhG6PI spezifisch restimulieren lassen und mit der Sekretion von TNF-α, IL-17 und IL-6 
antworten. Das von den CD4+ T-Zellen und anderen Zellen produzierte TNF-α war kritisch 
für die Induktion der G6PI-induzierten Arthritis. Hier sollte untersucht werden, ob CD4+ T-
Zellen für die Induktion der G6PI-induzierten Arthritis essentiell sind. Die CD4+ T-Zellen 
sollten zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor der klinischen Manifestation der Arthritis deple-
tiert werden.  
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Abb. 4.36: Effizienz der CD4-Depletion. DBA/1 Mäusen wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten 300µg des 
depletierenden Ratte-anti-Maus-CD4 Antikörpers YTS191.1 i.p. injiziert. Zur Kontrolle der Depletion wurde den 
Mäusen vier Tage nach der letzten Injektion Blut entnommen und gegen CD3, CD4 und CD8 gefärbt und im 
FACS analysiert. Gezeigt ist die CD4 und CD8 Expression nachdem nur die lebenden CD3+ Lymphozyten ange-
zeigt wurden. Im linken Teil der Abbildung ist die CD4 und CD8 Expression der CD3+ T-Zellen im peripheren 
Blut naiver DBA/1 Mäuse gezeigt. Der rechte Teil der Abbildung zeigt die CD4 und CD8 Expression der CD3+ 
T-Zellen im peripheren Blut vier Tage nach der letzten Injektion des Antikörpers YTS191.1. 
 
Die Depletion erfolgte mit dem depletierenden Ratte-anti-Maus CD4 Antikörper, YTS191.1. 
Zu den angegeben Zeitpunkten wurden den DBA/1 Mäusen 300µg dieses Antikörper i.p. inji-
ziert. Die Effizienz der Depletion lag bei über 90 % (Abb. 4.36). Blut einer naiven DBA/1 
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Maus wurde gegen CD3, CD4 und CD8 gefärbt und im FACS analysiert. Die Population der 
CD3+ Lymphozyten teilte sich zu 23 % in CD8 exprimierende T-Lymphozyten und zu 70 % 
in CD4 exprimierende T-Lymphozyten auf. 4 Tage nach der letzten Injektion des depletieren-
den Antikörpers YTS191.1 war die CD4+ Population bis auf 1 % reduziert, während die Fre-
quenz der CD8+ T-Zellen auf 79% anstieg. Die CD4+ Lymphozyten wurden zu einem sehr 
frühen Zeitpunkt (Tag -3, 0, 5), mittleren Zeitpunkt (Tag 6 und 9) und zu einem späten Zeit-
punkt (Tag 8 und 11) der Induktionsphase depletiert.  
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Abb. 4.37: CD4+ Zelldepletion in der Induktionsphase verhindert die G6PI-induzierte Arthritis. DBA/1 
Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert und der klinische Verlauf der Arthritis über 30 Tage beobachtet. Die 
CD4+ Lymphozyten wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor oder nach Immunisierung mit dem depletie-
renden Ratte-anti-Maus-CD4 Antikörper YTS191.1 durch i.p. Injektion depletiert (Quadrate). Die Kontrolltiere 
erhielten zu den gleichen Zeitpunkten polyklonales Ratten IgG (Dreiecke). Die Depletion erfolgte zu einem 
frühen Zeitpunkt an den Tagen –3, 0 und 5 vor bzw. nach Immunisierung (A). Hier ist beispielhaft ein Experi-
ment aus zweien mit je fünf Tieren gezeigt. Bei der Untersuchung des mittleren Abschnittes der Induktionsphase 
erfolgte die Depletion an den Tagen 6 und 9 nach Immunisierung (B). Auch hier wurde beispielhaft ein Experi-
ment aus zweien mit je fünf Tieren gezeigt. Außerdem wurde die Rolle der CD4+ Lymphozyten zu einem sehr 
späten Zeitpunkt der Induktionsphase untersucht. Hier erfolgte die Depletion an den Tagen 8 und 11 (C). Darge-
stellt wurden je fünf Mäuse pro Gruppe. Der Verlauf der Arthritisentwicklung wurde als Mittel ± SEM darge-
stellt. 
Die Kontrolltiere erhielten zum gleichen Zeitpunkt polyklonales Ratten IgG und entwickelten 
alle eine Arthritis. Abb. 4.37 A zeigt den klinischen Verlauf bei der Depletion zum frühen 
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Zeitpunkt. Dargestellt ist beispielhaft ein Experiment mit je fünf Tieren pro Gruppe. Begin-
nend von Tag 9 entwickelten die Kontrolltiere eine Arthritis mit einem maximalen mittleren 
Arthritisgrad von 4,8 ± 1,5 an Tag 16, die anschließend abnahm. Im Gegensatz dazu zeigte 
keines der mit dem Antikörper YTS191.1 behandelten Tiere zu irgendeinem Zeitpunkt im 
Beobachtungszeitraum von 30 Tagen klinische Zeichen einer Arthritis. Ein vergleichbares 
Resultat wurde erreicht, wenn die Depletion an den Tagen 6 und 9 nach Immunisierung mit 
rhG6PI erfolgte (Abb. 4.37 B). Auch hier ist beispielhaft ein Experiment mit fünf Mäusen 
dargestellt. Die Kontrolltiere entwickelten beginnend von Tag 9 an eine Arthritis, die an Tag 
12 mit 6,2 ± 0,8 ihren maximalen mittleren Arthritisgrad erreichte und anschließend abnahm. 
Auch hier entwickelte keines der mit YTS191.1 behandelten Tiere eine Arthritis. Ein Tier 
zeigte an Tag 12 an einer Pfote eine leichte Schwellung, die jedoch am Tag darauf nicht mehr 
zu beobachten war. Abb. 4.37 C zeigt den klinischen Verlauf nach Depletion der CD4+ Lym-
phozyten zu einem sehr späten Zeitpunkt der Induktionsphase an den Tagen 8 und 11. Die 
Kontrolltiere zeigten wieder einen normalen klinischen Verlauf der Arthritis mit dem Maxi-
mum der Arthritisentwicklung an Tag 12 mit einem mittleren Arthritisgrad von 5,4 ± 0,8. 
Obwohl die Depletion nur einen Tag vor der klinischen Manifestation der Arthritis durchge-
führt wurde, entwickelten nur 2 der fünf mit YTS191.1 behandelten Tiere eine Arthritis mit 
mildem Verlauf. Bei einem der beiden Tiere beschränkten sich die klinischen Zeichen der 
Arthritis auf eine Pfote. Das andere Tier zeigte an zwei Gelenken eine Schwellung.  
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Abb. 4.38: Antikörpertiter gegen G6PI nach Depletion der CD4+ Lymphozyten in der Induktionsphase. 
DBA/1 Mäuse wurden immunisiert und die CD4+ Lymphozyten zu drei Zeitpunkten (früh: Depletion an Tag –3, 
0 und 5; mittel: Depletion an Tag 6 und 9; spät: Depletion an Tag 8 und 11) der Induktionsphase mit dem Ratte-
anti-Maus-CD4 Antikörper YTS191.1 depletiert. Die Kontrollgruppe erhielt zum gleichen Zeitpunkt polyklona-
les Ratten IgG. An Tag 23 nach Immunisierung mit rhG6PI wurde das Serum der Tiere gewonnen und im ELI-
SA auf die Anwesenheit von anti-G6PI Antikörpern getestet. Die höchste Serumverdünnung von je fünf Tieren 
pro Gruppe bei der anti-G6PI Antikörper noch detektierbar waren, wurden als Mittel ± SEM dargestellt. Die 
Antikörpertiter der Kontrolltiere wurden zusammengefasst und wurden als Mittel ± SEM von insgesamt 14 Tie-
ren dargestellt. 
CD4+ Lymphozyten spielten eine entscheidende Rolle bei Induktion der G6PI-induzierten 
Arthritis. Die Depletion zu einem sehr frühen und mittleren Zeitpunkt der Induktionsphase 
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verhinderte die Entwicklung der Arthritis völlig, während die Depletion der CD4+ Lymphozy-
ten zu einem späten Zeitpunkt der Induktionsphase noch teilweise protektive Wirkung hatte. 
Weiterhin wurde untersucht, ob die Depletion der CD4+ Lymphozyten zu den oben beschrie-
benen Zeitpunkten einen Einfluss auf die Antikörperentwicklung gegen G6PI hatte. Serum 
dieser Tiere und der Kontrolltiere, die mit polyklonalem Ratten IgG behandelt wurden, wurde 
an Tag 23 gewonnen und im ELISA auf die Anwesenheit von Antikörpern gegen humane und 
murine G6PI getestet (Abb. 4.38). Die Antikörpertiter der Tiere, die mit polyklonalen Ratten 
IgG behandelt wurden, wurden zu einer Gruppe zusammengefasst. Die Kontrolltiere entwi-
ckelten an Tag 23 einen mittleren Antikörpertiter gegen humane G6PI von 1:31.085 und ge-
gen murine G6PI von 1:8.114. Erfolgte die Depletion der CD4+ Zellen zu einem Zeitpunkt 
vor der Immunisierung mit rhG6PI an den Tagen –3, 0 und 5, so war die Entwicklung der 
anti-G6PI Antikörper stark eingeschränkt. Bei diesen Tieren konnte an Tag 23 ein Antikörper-
titer gegen humane G6PI von nur 1:160 gemessen werden. Gegen murine G6PI konnten nur 
sehr geringe Mengen spezifischer Antikörper detektiert werden. Im Gegensatz dazu entwi-
ckelten die Tiere, die an den Tagen 6 und 9 behandelt wurden und keine Arthritis entwickel-
ten, hohe Titer gegen humane und murine G6PI. Die Titer lagen bei der humanen G6PI bei 
1:33.280 und bei 1:8.080 bei der murinen G6PI. Einen ähnlichen Befund konnte beobachtet 
werden, wenn die Depletion an den Tagen 8 und 11 erfolgte. Hier erkrankten nur zwei der 
fünf Tiere und zeigten einen milden Verlauf. Dennoch entwickelten alle Tiere dieser Gruppe 
einen Titer gegen die humane G6PI von 1:102.400 und von 1:9.280 gegen murine G6PI. Die 
Depletion der CD4+ Zellen vor der Immunisierung verhinderte die Entwicklung einer Arthritis 
in den behandelten Tiere und unterdrückte die Antikörperantwort gegen G6PI fast gänzlich. 
Bei einer späteren Depletion der CD4+ Zellen in der Induktionsphase entwickelten die Tiere 
Antikörpertiter, die identisch bzw. sogar höher waren als in den Kontrolltieren. 
4.4.7 CD4+ Zelldepletion in der Effektorphase der G6PI-induzierten Arth-
ritis 
Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass CD4+ Lymphozyten für die Entwicklung 
der G6PI-induzierten Arthritis von entscheidender Bedeutung waren. Hier wurde untersucht, 
ob CD4+ Lymphozyten auch in der Effektorphase wichtig für den Verlauf der Arthritis sind. 
DBA/1 Mäuse wurden mit rhG6PI immunisiert. An Tag 11 und 14 nach Immunisierung mit 
rhG6PI, also zu einem Zeitpunkt, wo die Arthritis schon voll entwickelt war, wurden die 
CD4+ Lymphozyten mit dem Antikörper YTS191.1 depletiert. Zur Kontrolle wurde eine an-
dere Gruppe mit polyklonalem Ratten IgG zur gleichen Zeit behandelt. Der klinische Verlauf 
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und die Inzidenz wurden über 30 Tage beobachtet (Abb. 4.39). Nach Immunisierung mit 
rhG6PI entwickelten sowohl die mit YTS191.1 behandelten Tiere als auch die mit Ratten IgG 
behandelten Kontrolltiere nach 9 Tagen eine Arthritis. Nach 11 Tagen entwickelten alle Tiere 
in jeder Gruppe eine Arthritis (Abb. 4.39 A). An diesem Tag erfolgte auch die erste Behand-
lung mit dem depletierenden bzw. dem Kontrollantikörper. Während die Inzidenz der Arthri-
tis bei den Kontrolltieren zwischen dem 11. und 18. Tag zwischen 70% und 100% lag, nahm 
die Inzidenz der Arthritis bei den mit YTS191.1 behandelten Tiere in diesem Zeitraum auf bis 
zu 50% ab. Ab Tag 19 nahm die Inzidenz der Arthritis bei den Kontrolltieren kontinuierlich 
bis auf 40% an Tag 30 ab. Gleiches konnte auch bei den mit YTS191.1 behandelten Tieren 
beobachtet werden. Hier zeigten ab dem 25. Tag nach Immunisierung nur noch maximal 2 
Tiere (20%) leichte Zeichen einer Arthritis.  
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Abb. 4.39: CD4+ Zelldepletion in der Effektorphase der G6PI-induzierten Arthritis. DBA/1 Mäuse wurden 
mit rhG6PI immunisiert und die Inzidenz (A) und der klinische Verlauf der Arthritis (B) über 30 Tage beobach-
tet. Die CD4+ Lymphozyten wurden an den Tagen 11 und 14 nach Immunisierung mit dem Antikörper 
YTS191.1 durch i.p. Injektion depletiert (Quadrate). Die Kontrolltiere erhielten zur gleichen Zeit polyklonales 
Ratten IgG (Dreiecke). Insgesamt wurden je 10 Tiere pro Gruppe untersucht. Der klinische Verlauf wurde als 
Mittel ± SEM je Gruppe dargestellt. 
Auch der klinische Verlauf beider Gruppen war bis Tag 11 vergleichbar (Abb. 4.39 B). Beide 
Gruppen entwickelten ab Tag 9 eine Arthritis. Die mit YTS191.1 behandelten Tiere erreichten 
an Tag 11 einen maximalen mittleren Arthritisgrad von 6,0 ± 0,7, während die Kontrolltiere 
an Tag 12 ihren maximalen mittleren Arthritisgrad von 5,3 ± 0,7 erreichten. Bis Tag 15 blieb 
der Schweregrad der Arthritis bei den Kontrolltieren auf diesem Niveau und nahm dann lang-
sam ab. An Tag 30 betrug der mittlere Arthritisgrad noch 1,6 ± 0,7. Ein anderes Bild zeigten 
die mit YTS191.1 behandelten Tiere. Schon zwei Tage nach der ersten Antikörperbehandlung 
nahm der mittlere Arthritisgrad von 6,0 ± 0,7 auf nur noch 2,0 ± 0,6 an Tag 13 ab. Nach der 
zweiten Behandlung mit YTS191.1 an Tag 14 war der mittlere Arthritisgrad von Tag 18 an 
bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes immer kleiner 1,0. Die Behandlung mit dem CD4+ 
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zellenepletierenden Antikörper führte dazu, dass der klinische Verlauf der Arthritis sofort 
deutlich milder wurde und zur schnellen Gesundung der Tiere führte. Zwischen dem 13. und 
22. Tag waren die klinischen Verläufe der Arthritis zwischen beiden Gruppen nach dem Man-
Whitney Test signifikant unterschiedlich mit P<0,05. Neben dem klinischen Verlauf wurden 
auch die Antikörpertiter gegen G6PI nach der Behandlung mit YTS191.1 oder polyklonalem 
Ratten IgG an den Tagen 11 und 14 verglichen (Abb. 4.40). Dazu wurde von den eben be-
schriebenen Tieren an Tag 23 nach Immunisierung Serum gewonnen und im ELISA auf die 
Anwesenheit von Antikörpern gegen humane und murine G6PI untersucht. Die mit polyklo-
nalem Ratten IgG behandelten Tiere entwickelten einen anti-G6PI Titer von 1:348.160 gegen 
humane G6PI und 1:21.760 gegen murine G6PI. Die mit YTS191.1 behandelten Tiere entwi-
ckelten auch hohe Titer gegen G6PI. Der Antikörpertiter gegen humane G6PI betrug 
1:163.840 und 1:13.120 gegen murine G6PI. Obwohl die Depletion der CD4+ Zellen in der 
Effektorphase zu einer schnellen Gesundung der Tiere führte, entwickelten diese Tiere hohe 
Antikörpertiter gegen G6PI. 
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Abb. 4.40: Antikörpertiter gegen G6PI nach Depletion der CD4+ Lympozyten in der Effektorphase. 
DBA/1 Mäuse wurden immunisiert und die CD4+ Lymphozyten an den Tagen 11 und 14 in der Effektorphase 
mit dem Ratte anti-Maus CD4 Antikörper YTS191.1 depletiert. Die Kontrollgruppe wurde zum gleichen Zeit-
punkt mit polyklonalem Ratten IgG behandelt. An Tag 23 nach Immunisierung mit rhG6PI wurde das Serum der 
Tiere gewonnen und im ELISA auf die Anwesenheit von anti-G6PI Antikörpern getestet. Die höchste Serumver-
dünnung bei der anti-G6PI Antikörper noch detektierbar waren, ist als Mittel ± SEM dargestellt. 
 
4.4.8 Die Rolle der CD4+CD25+ Zellen in der G6PI-induzierten Arthritis 
CD4+ Lymphozyten waren für die G6PI-induzierte Arthritis sowohl für die Induktion aber 
auch in der Effektorphase von großer Bedeutung. Eine Depletion dieser Zellen verhinderte die 
Entwicklung der Arthritis bzw. führte zur schnellen Gesundung der Tiere. Eine Subpopulation 
der CD4+ T-Zellen exprimiert CD25. Diese Zellen werden auch als regulatorische T-Zellen 
bezeichnet, wobei nicht alle CD4+CD25+ Zellen regulatorisch sind.  Sie sind an der Aufrecht-
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erhaltung der peripheren Toleranz gegen körpereigene Antigene beteiligt. Hier sollte unter-
sucht werden, ob CD4+ CD25+ Zellen an der Entwicklung und am Verlauf der G6PI-
induzierten Arthritis beteiligt sind. CD4+ CD25+ Zellen wurden mit Hilfe des depletierenden 
Ratte anti-Maus CD25 Antikörpers pC61.5 depletiert. DBA/1 Mäusen wurden an den Tagen –
28, -25, -21 und –14 vor Immunisierung mit rhG6PI mit 400µg des Antikörpers pC61.5 i.p. in 
PBS behandelt. Sowohl die CD25 depletierten DBA/1 Mäuse als auch die Kontrolltiere ent-
wickelten eine Arthritis, die dem normalen zeitlichen Ablauf entsprach (Abb. 4.41 A). 11 Ta-
ge nach Immunisierung entwickelten 100% beider Gruppen eine Arthritis. Bis Tag 25 zeigten 
alle mit pC61.5 behandelten oder unbehandelten Tiere klinische Zeichen einer Arthritis. An-
schließend lag die Inzidenz der Arthritis bei den pC61.5 behandelten Tieren über den gesam-
ten Beobachtungszeitraum bei ca. 90%.  
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Abb. 4.41: Depletion der CD4+CD25+ Zellen in der G6PI-induzierten Arthritis. 10 DBA/1 Mäuse wurden an 
den Tagen –28, -25, -21 und –14 vor Immunisierung mit rhG6PI mit 400µg des CD25+ Zellen depletierenden 
Antikörpers pC61.5 i.p. behandelt (Quadrate). 9 DBA/1 Mäuse blieben unbehandelt und wurden an Tag 0 mit 
rhG6PI immunisiert (Dreiecke). Die Inzidenz (A) und der klinische Verlauf der Arthritis (B) wurden über einen 
Zeitraum von 51 Tagen beobachtet. Der klinische Verlauf wurde als Mittel der erkrankten Tiere ± SEM darge-
stellt. 
Bei den unbehandelten Kontrolltieren nahm die Inzidenz nach Tag 25 ab und schwankte zwi-
schen 43-57%. Der klinische Verlauf beider Gruppen zeigte deutliche Unterschiede (Abb. 
4.41 B). Sowohl die Kontrolltiere als auch die mit pC61.5 behandelten Tiere erreichten ihren 
maximalen mittleren Arthritisgrad an Tag 15 mit 7,6 ± 0,4 bei den behandelten Tieren und 7,9 
± 0,1 bei den Kontrolltieren. Bei den unbehandelten Tieren nahm der mittlere Arthritisgrad 
danach kontinuierlich ab und erreichte an Tag 34 einen Wert von 1,4 ± 0,6. Bis zum Ende des 
Beobachtungszeitraumes blieb dieser Wert ungefähr gleich. Ein anderes Bild zeigten die mit 
pC61.5 behandelten Tiere. Der mittlere Arthritisgrad nahm bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes an Tag 51 kaum ab und besaß an Tag 51 immer noch einen Wert von 5,4 ± 1,1. 
Die klinischen Verläufe beider Gruppen unterschieden sich von Tag 25 an signifikant mit 
P<0,05. Neben den unterschiedlichen klinischen Verläufen zeigte auch die histologische Un-
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tersuchung an Tag 34 nach Immunisierung deutliche Unterschiede zwischen beiden Gruppen. 
Die mit pC61.5 behandelten Tiere zeigten noch 34 Tage nach Immunisierung eine hochgradi-
ge, florierende, chronische und destruktive Synovitis mit Pannusbildung (Abb. 4.42 A) wäh-
rend die Kontrolltiere an Tag 34 nur eine leicht verdickte Synovialmembran zeigten, die einer 
gering florierenden, chronischen aber nicht destruktiven Synovitis entsprach (Abb.42 B). Bis-
her konnte nur in dem DBA/1 Mausstamm eine Arthritis nach Immunisierung mit rhG6PI 
induziert werden. Nachdem gezeigt wurde, dass die Depletion von CD25+ Zellen zu einem 
chronischen Verlauf der Arthritis in DBA/1 Mäusen führte, sollte untersucht werden, ob auch 
ein nicht-suszeptibler Stamm eine Arthritis nach CD25+ Zelldepletion entwickelt.  
 
A B
 
Abb. 4.42: Histologische Analyse nach Depletion der CD25+ Zellen in DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wur-
den an den Tagen –28, -25, -21 und –14 vor Immunisierung mit rhG6PI mit 400µg des CD25+ Zellen depletie-
renden Antikörpers pC61.5 i.p. behandelt oder blieben unbehandelt. An Tag 34 nach Immunisierung wurden die 
Mäuse histologisch untersucht. Gezeigt ist eine HE-Färbung (100fache Vergrößerung) eines Gelenkschnittes 
einer Pfote einer Maus, die mit pC61.5 behandelt wurde (A). Der Pfeil markiert die hochgradig florierende, 
chronische und destruktive  Synovitis vom Grad 3 und eine Pannusbildung. Im Gegensatz zeigt das unbehandelte 
Tier (B) eine leicht verdickte Synovialmembran und mit einer leichten Synovitis (Pfeil). 
 
5 BALB/c Mäuse und 5 DBA/1 Mäuse wurden mit dem CD25-depletierenden Antikörper 
pC61.5 wie oben beschrieben behandelt und an Tag 0 mit rhG6PI immunisiert. 5 DBA/1 er-
hielten zur Kontrolle an den gleichen Tagen eine Behandlung mit polyklonalem Ratten IgG 
und wurden anschließend auch mit rhG6PI immunisiert. Die Entwicklung der Arthritis wurde 
über einen Zeitraum von 22 Tagen verfolgt (Abb. 4.43). Anschließend wurden die Tiere an 
Tag 22 histologisch untersucht. Sowohl die mit pC61.5 als auch die mit Ratten IgG behandel-
ten Tiere entwickelten nach 8 Tagen eine Arthritis. An Tag 10 zeigten bereits alle pC61.5 
behandelten DBA/1 Mäuse eine Arthritis und 4/5 mit Ratten IgG behandelte Tiere. An Tag 10 
zeigte nur 1:5 der BALB/c Mäuse eine leichte Schwellung an einer Pfote. Beide Gruppen der 
DBA/1 Mäuse erreichten an Tag 12 ihren maximalen mittleren Arthritisgrad mit 8,0 ± 0 bei 
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den Tieren, die mit dem anti-CD25 Antikörper behandelt wurden. Bis zum Ende des Beo-
bachtungszeitraums zeigten diese Tiere keine Besserung.  
Die Ratten IgG behandelten Tiere erreichten einen Wert von 6,2 ± 1,5. Anschließend nahm 
der Arthritisgrad langsam ab, zeigte an Tag 22 aber immer noch eine Wert von 5,0 ± 1,7. Die 
BALB/c Tiere entwickelten bis auf ein Tier klinisch keine Arthritis. Das Tier, dass erkrankte, 
zeigte an Tag 10 an einer Pfote eine leichte Schwellung, die von Tag 17 an bis zum Ende des 
Beobachtungszeitraum jeden Tag deutlich zu beobachten war.  
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Abb. 4.43: CD25 Depletion und Arthritisinduktion mit G6PI in BALB/c Mäusen. 5 DBA/1 Mäuse (gefüllte 
blaue Dreieicke). bzw. 5 BALB/c Mäuse (umgedrehte blaue Dreiecke) wurden an den Tagen –28, -25, -21 und –
14 vor Immunisierung mit rhG6PI mit 400µg des CD25+ Zellen depletierenden Antikörpers pC61.5 i.p. behan-
delt. DBA/1 Mäuse wurden zur gleichen Zeit mit polyklonalem Ratten IgG behandelt und an Tag 0 mit rhG6PI 
immunisiert (gefüllte schwarze Dreiecke). Der klinische Verlauf der Arthritis wurde über einen Zeitraum von 22 
Tagen verfolgt. Der klinische Verlauf wurde als Mittel aller Tiere einer Gruppe ± SEM dargestellt. 5/5 pC61.5 
behandelte Tiere, 4/5 mit Ratten IgG behandelte Tiere und 1:5 der BALB/c Mäuse erkrankten. 
Eine histologische Analyse dieses Gelenks (Abb. 4.44) zeigte eine leichte Infiltration der sy-
novialen Deckzellschicht, die zu einer leichten Verdickung führte und einem Grad 1 der Sy-
novitis entsprach. Knorpel- oder Knochendestruktionen wurden nicht beobachtet. Die Deple-
tion von CD25+ Zellen führte zu einem chronischen Verlauf der Arthritis in den DBA/1 Mäu-
sen. Trotz Depletion erkrankte nur eine von fünf BALB/c Mäusen. Histologisch und auch 
klinisch war der Verlauf der Arthritis in dieser Maus sehr mild. Insgesamt waren nur die Ge-
lenke einer Pfote betroffen.  
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Abb. 4.44: Histologische Analyse nach Depletion der CD25+ Zellen in BALB/c Mäusen. BALB/c Mäuse 
wurden an den Tagen –28, -25, -21 und –14 vor Immunisierung mit rhG6PI mit 400µg des CD25+ Zellen deple-
tierenden Antikörpers pC61.5 i.p. behandelt. An Tag 22 nach Immunisierung wurden die Mäuse histologisch 
untersucht. Gezeigt ist eine HE-Färbung (100fache Vergrößerung) eines Gelenkschnittes einer Pfote einer Maus, 
die klinisch eine leichte Arthritis entwickelte. Der Pfeil markiert die Synovitis vom Grad 1 in einem Gelenk 
dieser Pfote. 
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5 Diskussion 
In dieser Arbeit wurden die arthritogene Rolle der Glukose-6-phosphat Isomerase (G6PI) in 
der Maus und die Relevanz der G6PI bei der Pathogenese der humanen rheumatoiden Arthri-
tis untersucht. Im ersten Teil der Arbeit stand die Rolle der G6PI bei der Pathogenese der RA 
im Vordergrund. Bisher beschränkte sich die Suche nach Autoantigenen bei RA vor allem auf 
organspezifische, also gelenkspezifische, Autoantigene. DBA/1 Mäuse entwickeln eine sym-
metrische Polyarthritis nach Immunisierung mit G6PI. Damit konnte hier zum ersten Mal ge-
zeigt werden, dass eine Immunisierung mit einem systemischen Antigen eine organspezifi-
sche Erkrankung in normalen nicht-transgenen Mäusen induziert. Dieses Modell schließt die 
Lücke zwischen dem transgenen K/BxN-Modell und der komplexen humanen Situation. Au-
ßerdem unterscheidet sich das G6PI-induzierte Arthritismodell in einigen Punkten deutlich 
von der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) und vom K/BxN-Modell. Die Untersuchung der 
Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis könnte neue Anhaltspunkte für das Verständnis 
der Pathogenese der RA liefern. 
5.1 Die Rolle von G6PI als Autoantigen in RA 
5.1.1 Die Rolle der CD4+ T-Zellen 
Es gibt viele Hinweise darauf, dass CD4+ T-Zellen eine entscheidende Rolle bei der Pathoge-
nese der RA spielen, z.B. aufgrund der Prädisposition durch bestimmte MHC-II Allele. The-
rapeutisch wird gerade damit begonnen, Patienten mit RA mit einem CTLA-4-Ig Fusionspro-
tein zu behandeln, welches verhindert, dass T-Zellen ein kostimulatorisches Signal bekom-
men (Kremer et al. (2003), Moreland et al. (2002)). Mäuse mit einer Mutation in der SH2-
Domäne von ZAP-70, einem wichtigen Molekül bei der Signaltransduktion in T-Zellen, ent-
wickeln spontan eine schwere Arthritis (Sakaguchi et al. (2003)). Obwohl klar ist, dass CD4+ 
T-Zellen eine Rolle bei der Pathogenese der RA spielen, konnte noch kein Autoantigen identi-
fiziert werden, für das eine klare pathogenetische Beteiligung bei der Entwicklung der RA 
bewiesen werden konnte. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob Patienten eine erhöhte 
Frequenz autoreaktiver G6PI spezifischer CD4+ T-Zellen besitzen. Sollte eine erhöhte Fre-
quenz dieser Zellen vorhanden sein, so müsste in einem nächsten Schritt deren Beteiligung an 
der Pathogenese untersucht werden. In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass Patien-
ten mit RA vorwiegend das Th1 spezifische Zytokin IFN-γ produzieren (Dolhain et al. (1996), 
Morita et al. (1998)). Weiterhin konnte in den T-Zellen von RA-Patienten in der Synovialflüs-
                                                                                                                   5 Diskussion 
99 
sigkeit auch TNF-α detektiert werden (Steiner et al. (1999)). Deshalb wurden CD4+ T-Zellen 
mit rhG6PI und anderen Antigenen restimuliert und die Produktion von TNF-α und IFN-γ 
über durchflusszytometrische Analysen bestimmt. Das Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) 
wurde als Positivkontrolle gewählt. Als Negativkontrollen wurden die irrelevanten Antigene 
Ovalbumin (Ova) und das rekombinante und histidinmarkierte outer surface protein A (OspA) 
von Borrelia burgdorferi verwendet. Die Verwendung der irrelevanten Antigene diente dazu, 
die Hintergrundproduktion der Zytokine in den CD4+ T-Zellen zu messen und den Einfluss 
von mikrobiellen Rückständen bzw. der Histidinmarkierung auszuschließen. Wie die Ergeb-
nisse in Kapitel 4.1.1 zeigen, produzierten sowohl die RA-Patienten als auch die gesunden 
Spender kaum TNF-α oder INF-γ nach Restimulation mit rhG6PI, Ova und OspA. Die Resti-
mulation mit SEB zeigt jedoch, dass das Experiment an sich funktioniert, da dort hohe Zyto-
kinantworten zu messen waren. Die Unterschiede in der Zytokinproduktion zwischen RA-
Patienten und gesunden Spendern ist in keiner Gruppe signifikant unterschiedlich. Aus diesen 
Ergebnissen könnte der Schluss gezogen werden, dass es keine G6PI-spezifischen CD4+ T-
Zellen in den Patienten mit RA gibt. Es müssen jedoch zusätzliche Faktoren in Betracht gezo-
gen werden. Zum Einen wurden bisher nur die Zytokine INF-γ und TNF-α untersucht. Wenn 
eine G6PI assoziierte RA jedoch nur eine kleine Subpopulation von RA-Patienten betrifft, so 
könnten in dieser Subpopulation auch andere Zytokine, wie zum Beispiel IL-4, eine Rolle 
spielen. Das K/BxN-Modell für RA ist ein antikörpervermitteltes Modell. IL-4 spielt bei B-
zellvermittelten Immunantworten eine große Rolle. Es ist daher durchaus möglich, dass die 
CD4+ T-Zellen der RA-Patienten, wo G6PI als Autoantigen fungiert, eher mit Th2 assoziier-
ten Zytokinen wie IL-4 antworten. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Gewinnung der T-
Zellen. In den hier beschriebenen Experimenten wurden Zellen verwendet, die aus dem Blut 
stammen. Es ist durchaus denkbar, dass die autoreaktiven CD4+ T-Zellen schon an den Ort 
der Entzündung ins Gelenk migriert sind. Weiterhin muss auch bedacht werden, dass die un-
tersuchten Patienten sich in Therapie befanden. Da keine detaillierten Informationen über den 
Behandlungsstatus der Patienten bei Verwendung des Blutes vorlag, kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass einige dieser Patienten auch mit stark immunsupprimierenden Therapeutika, 
wie z.B. Glukokortikoiden behandelt wurden und daher nur geringe Mengen der Zytokine 
gemessen werden konnten. SEB dagegen ist so ein starker Stimulus für die Zellen, dass eine 
Schwelle überschritten wird, die diese Zellen dann doch noch antworten lässt. Möglicherwei-
se liegen die CD4+ T-Zellen auch in einem anergen oder zumindest partiell tolerantem Zu-
stand vor. Es konnte schon früher beobachtet werden, dass  CD4+ T-Zellen aus dem Blut von 
RA-Patienten nur schlecht mit Antigenen restimuliert werden können, gegen die es schon 
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einmal zu einer Immunreaktion, z.B. in Form einer Influenza oder Herpes simplex Infektion, 
gekommen war (Verwilghen et al. (1990)). In T-Zellen im Synovium von RA-Patienten konn-
te auch die Expression von Genen beobachtet werden, die relevant für Anergie sind (Ali et al. 
(2001)), sowie eine verminderte Expression der Antioxidantie Glutathion, was eine Störung 
des Redoxgleichgewichtes hervorruft und dadurch für eine verminderte Aktivierbarkeit der T-
Zellen verantwortlich ist (Maurice et al. (1997)). In einem transgenen Mausmodell, wo das 
endogene Kollagen II so mutiert wurde, dass es dem Ratten Kollagen II entsprach, konnte 
gezeigt werden, dass die CD4+ T-Zellen nach Immunisierung mit Ratten Kollagen II zwar 
noch IFN-γ produzieren, auch eine Kollagen-induzierte Arthritis entwickeln, aber nicht mehr 
so stark proliferieren. In diesem Modell kam es zu einer partiellen Tolerisierung gegen das 
Kollagen II (Malmstrom et al. (1996)). Es wird spekuliert, dass CD4+ T-Zellen hauptsächlich 
an der Initiation beteiligt sind (Firestein und Zvaifler (1990)) und später möglicherweise in 
einen anergen und toleranten Zustand übergehen. Die oben erwähnten Studien, bei der das 
CTLA-4-Ig Fusionsprotein, welches auf T-Zellen wirkt und bei der Therapie von RA einge-
setzt wird, widersprechen dieser Theorie. 
5.1.2 Die Rolle der B-Zellen und anti-G6PI Antikörper 
Neben den T-Zellen wird auch den B-Zellen und den von ihnen produzierten Autoantikörpern 
bei der Pathogenese der RA eine große Rolle zugeschrieben. Hauptsächlich rührt dies daher, 
dass mehr als zwei Drittel der RA-Patienten die sogenannten Rheumafaktoren (RF) entwi-
ckeln (Dorner et al. (2004)). Neben den RF konnten noch zahlreiche andere Autoantikörper 
identifiziert werden, deren  Beteiligung an der Pathogenese von RA bisher aber nicht bewie-
sen werden konnte (Smolen und Steiner (1998)). Hier wurde untersucht, ob Patienten mit RA 
Autoantikörper gegen G6PI produzieren. Bei der Untersuchung von Seren von RA-Patienten 
und Patienten mit anderen rheumatischen Erkrankungen konnten keine signifikanten Unter-
schiede zu den gesunden Spendern festgestellt werden. Erhöhte anti-G6PI Titer konnten nur 
in sehr wenigen Patienten aber auch in gesunden Spendern detektiert werden (Kapitel 4.1.2). 
Dieses Ergebnis lässt den Schluss zu, dass anti-G6PI Antikörper im Serum nicht vorhanden 
sind. Weiterhin stellt diese Arbeit einen starken Kontrast zu zwei Studien dar, die behaupten, 
dass 64% bzw. 45% der RA-Patienten einen erhöhten Titer gegen G6PI entwickeln (Jouen et 
al. (2004), Schaller et al. (2001)). Das G6PI, welches in diesen Studien verwendet wurde, 
stammt aus dem Kaninchen Muskel und ist kommerziell bei Sigma erhältlich. Sowohl in der 
Studie von Schaller et al. als auch in dieser Arbeit wurde eine Verdünnung des Serums von 
1:50 verwendet. Damit ist das Serum sehr stark konzentriert, und es besteht leicht die Gefahr, 
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das aufgrund von unspezifischen Bindungen Falschpositive Resultate erzielt werden. Da die 
Ergebnisse so stark variierten, war die Frage, ob das in dieser Arbeit verwendete G6PI mögli-
cherweise nicht richtig gefaltet war, da es rekombinant in Bakterien hergestellt und histidin-
markiert vorlag und aufgrund von Konformationsunterschieden nicht von den anti-G6PI An-
tikörpern erkannt wurde. Da das rhG6PI aber enzymatisch aktiv war, kann davon ausgegan-
gen werden, dass die Konformation dem endogenen humanen G6PI entspricht. Auch eine 
falsche Versuchsdurchführung scheidet aus, da unter Verwendung des kommerziellen Kanin-
chen G6PI auch in dieser Studie erhöhte Titer gegen G6PI in Patienten nicht aber in gesunden 
Patienten gemessen werden konnten. Der Unterschied musste daher an den unterschiedlichen 
Präparationen liegen. Wie die Auftrennung beider Präparationen im SDS-Gel zeigte (Kap. 
4.1.3), wies die Kaninchen G6PI Präparation mehrere kontaminierende Banden auf. Im Im-
munoblot zeigten einige der gegen das Kaninchen G6PI positiv getesteten Seren eine Bindung 
an ein Protein bei 40 kDa. Dieses Protein konnte in der MALDI-MS Analyse als die M-Kette 
der Kreatinkinase (CK-M) identifiziert werden und stellt ein neues potentielles Autoantigen in 
RA da (Kap. 4.1.3 und Kap. 4.1.4). Die Hauptquelle der Kreatinkinase, der Muskel, deutet 
jedoch nicht  daraufhin, dass dieses Antigen bei der Entstehung der RA eine Rolle spielen 
kann, und es ist fraglich, ob sie auch im Gelenk zu finden ist. Trotzdem besteht die Möglich-
keit, dass sich Immunkomplexe aus CK-M und Antikörpern bilden, die sich im Gelenk abla-
gern und dadurch pathogen sind. In der Literatur ist beschrieben, dass die CK Aktivität im 
Serum bei Patienten mit RA oder SLE reduziert ist (Lee et al. (2000), Sanmarti et al. (1996)). 
Möglicherweise beruht dieser Effekt auf der Bildung von Immunkomplexen, so dass die CK 
nicht mehr zur Verfügung steht. Ob tatsächlich auch einige Patienten G6PI erkannten, war im 
Immunoblot nicht zu beurteilen, da nur lineare Epitope detektiert werden konnten. Auch in 
anderen Studien konnten keine erhöhten Antikörpertiter gegen G6PI in einer Mehrzahl der 
RA-Patienten nachgewiesen werden (Herve et al. (2003), Kassahn et al. (2002), Matsumoto et 
al. (2003)). In unserer und in einer anderen Gruppe konnte zudem gezeigt werden, dass Anti-
körper gegen G6PI auch nicht in Patienten mit juveniler Arthritis auftreten (Schepp et al. 
(2004), Schmitt et al. (2004)). Es ist nicht auszuschließen, dass anti-G6PI Antikörper haupt-
sächlich im Synovium des entzündeten Gelenks vorkommen, was durch zwei Studien gestützt 
wird, die anti-G6PI Antikörper verstärkt in entzündeten Gelenken und in der Synovialflüssig-
keit detektieren können (Cha et al. (2004), Schaller et al. (2001)).  Daneben gibt es Hinweise, 
dass anti-G6PI Antikörper bei einer speziellen besonders aggressiven Form der RA dem Fel-
ty-Syndrom auftreten (van Gaalen et al. (2004)). Insgesamt ist die Frage, ob diese Antikörper 
pathologisch relevant sind oder nur ein Epiphänomen darstellen. Da G6PI in jeder lebenden 
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Zelle vorkommt, könnte es möglicherweise sein, dass sich Antikörper gegen G6PI aufgrund 
der Destruktion des Gewebes bilden, da G6PI bei Zerstörung des Gewebes freigesetzt wird. 
Auch wenn Antikörper gegen G6PI nicht sehr häufig auftreten, ist trotzdem die Frage, wie 
diese Antikörper gebildet werden. Im Menschen sind mehrere Polymorphismen der G6PI be-
kannt und eine Hypothese besagt, dass die Bildung von Antikörpern gegen G6PI mit der Ex-
pression bestimmter G6PI Varianten assoziiert ist (Muraki et al. (2004)). In RA-Patienten, die 
über anti-G6PI Antikörper verfügen, tauchen dieser Studie zufolge signifikant vermehrt G6PI-
Varianten auf. Zusammenfassend kann jedoch der Schluss gezogen werden, dass G6PI wahr-
scheinlich nicht das wesentliche Autoantigen ist, welches für RA verantwortlich ist. 
 
5.2 Die Rolle der G6PI als Autoantigen in der Maus 
5.2.1 Die Suszeptibilität für G6PI-induzierte Arthritis in unterschiedlichen 
Mausstämmen  
Da Patienten mit RA weder eine T-Zellantwort noch eine ausgeprägte B-Zellantwort gegen 
G6PI in Form der Produktion von Autoantikörpern entwickeln, kann vermutet werden, dass 
G6PI bei der Pathogenese der RA - wenn überhaupt - nur eine untergeordnete Rolle bzw. bei 
nur einer sehr kleinen Subpopulation von RA-Patienten eine Rolle spielt. Damit steht aber 
weiter die Frage im Raum, ob G6PI bei der Entstehung von organspezifischen Autoimmuner-
krankungen eine pathologisch signifikante Rolle spielen kann. In Mäusen wurde daher ver-
sucht durch Immunisierung mit rhG6PI, eine Arthritis zu induzieren. Durch die Induktion 
einer Arthritis in genetisch nicht veränderten Tieren konnte zum ersten Mal gezeigt werden, 
dass eine Autoimmunreaktion gegen ein ubiquitär exprimiertes Antigen zu einer organspezifi-
schen Erkrankung in normalen Tieren führt. Dieses Modell erlaubt möglicherweise die Identi-
fizierung neuer Mechanismen, die für die Pathogenese von RA bedeutend sind. Für die Arth-
ritisinduktion mit rhG6PI wurden unterschiedliche Mausstämme ausgewählt. Diese Stämme 
waren zuvor schon in anderen Modellen für Autoimmunerkrankungen in Erscheinung getre-
ten bzw. sind Stämme, die häufig im Labor bei vielen Fragestellungen eingesetzt werden. 
Nach Immunisierung mit rhG6PI entwickelte nur der DBA/1 Stamm eine Arthritis mit einer 
Inzidenz von über 95% (Kap. 4.2.1). Damit ist der DBA/1 Stamm neben der CIA auch für die 
G6PI-induzierte Arthritis suszeptibel. Bis heute ist nicht genau bekannt, warum der DBA/1 
Stamm suszeptibel ist für Arthritis. Ein bekannter Faktor ähnlich wie beim Menschen ist der 
MHC locus.  Mäuse, die den MHC-Haplotyp H2-q exprimieren, weisen eine erhöhte Suszep-
tibilität für die CIA auf (Wooley et al. (1981)). DBA/1 und B10.Q exprimieren beide den 
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MHC-Haplotyp H2-q und sind suszeptibel für die CIA. Dagegen sind Mäuse vom B10.A 
Stamm resistent gegen CIA und exprimieren den MHC-Haplotyp H2-k, obwohl sie sonst ge-
netisch identisch mit dem B10.Q Stamm sind. Durch Verwendung der Stämme B10.A und 
B10.Q sollte untersucht werden, ob der MHC-Haplotyp eine ähnlich wichtige Rolle bei der 
Entwicklung der G6PI-induzierten Arthritis spielt wie in der CIA. Da in dieser Arbeit die 
B10.Q Mäuse nicht-suszeptibel waren, konnte die Beteiligung des MHC-Haplotyps nicht ge-
zeigt werden. In jüngster Vergangenheit gab es jedoch Hinweise, dass der H2-q Haplotyp 
doch eine ähnlich wichtige Rolle spielt wie im CIA-Modell. Im C3H.Q und auch im B10.Q 
Stamm konnte eine Arthritis mit G6PI-induziert werden, die im Fall des C3H.Q Stamm sogar 
chronisch verlief (Bockermann, Schubert et al., Manuskript eingereicht). Das widerspricht 
dieser Studie, wo B10.Q Mäuse keine Arthritis entwickelten. Ein Grund dafür könnte in der 
Verwendung von B10.Q Mäusen liegen, die von Jackson Laboratories bezogen wurden. 
B10.Q Mäuse von Jackson Laboratories besitzen eine natürliche Mutation auf Chromosom 9 
im Gen der Januskinase Tyk2 und sind auch resistent gegen CIA (Shaw et al. (2003)). B10.Q 
Mäuse anderer Anbieter, die nicht über diese Mutation verfügen, entwickeln eine G6PI-
induzierte Arthritis mit einem milderen Verlauf als die DBA/1 Tiere (Bockermann, Schubert 
et al., Manuskript eingereicht). Durch dieses Ergebnis wird deutlich, dass der MHC-Haplotyp 
von entscheidender Bedeutung für die G6PI-induzierte Arthritis ist. Unterstützt wird dieser 
Befund durch die Resistenz der DBA/2 Mäuse, die dem DBA/1 Stamm genetisch sehr ähnlich 
sind, aber den MHC-Haplotyp H2-d exprimieren. Daraus lässt sich auch direkt schlussfolgern, 
dass T-Zellen eine entscheidende Bedeutung bei der G6PI-Arthritis zuteil wird. Das neben 
dem MHC-locus auch noch andere Gene beteiligt sind, zeigt der Fakt, dass C3H.NB Mäuse 
eine ausgeprägte G6PI-induzierte Arthritis entwickeln. B10.P Mäusen, die zwar über den 
gleichen MHC locus verfügen, ansonsten genetisch völlig unterschiedlich zu den C3H.NB 
Mäusen sind, entwickeln keine Arthritis (Bockermann, Schubert et al., Manuskript einge-
reicht). Auch die F1 Generation einer Kreuzung aus DBA/1 und C57BL/6 entwickelte keine 
Arthritis, was zeigt, dass die relevanten nicht-MHC Gene nicht dominant sind. Ein weiterer 
H2-q kongener Stamm ist der SWR Stamm. Dieser Stamm ist trotz der Expression von H2-q 
nicht für die G6PI-induzierte Arthritis und CIA suszeptibel (Reife et al. (1991)). Der SWR 
Stamm weist einen T-Zelldefekt auf, da ihm  ca. 50% des Vβ  Gens fehlt (Behlke et al. 
(1986)). Zusätzlich ist der SWR Stamm defizient für das Komplement Protein C5 (Erickson et 
al. (1964)). Da in der G6PI-induzierten Arthritis sowohl die CD4+ T-Zellen als auch das 
Komplement von Bedeutung sind (siehe Kap. 4.3.6, Kap. 4.4.6 und Kap. 4.4.7) entwickeln die 
SWR Mäuse möglicherweise aufgrund des T-Zelldefekts und der C5 Defizienz keine Arthri-
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tis. Menschen, die ein bestimmtes Allel des HLA-DR locus exprimieren sind prädispositio-
niert für die Entwicklung von RA. HLA-DRB0401 transgene Tiere sind jedoch resistent ge-
gen die G6PI-induzierte Arthritis, obwohl einer der verwendeten Stämme auf den DBA/1 
Stamm zurückgekreuzt war und suszeptibel für die CIA ist. Interessanterweise ist in der CIA 
das von HLA-DRB0401 erkannte Epitop des Kollagens II (257-270) das Gleiche, welches 
auch von I-Aq in den DBA/1 Mäusen erkannt wird (Andersson et al. (1998)). Man kann also 
davon ausgehen, dass beide MHC-Moleküle ähnliche Bindungseigenschaften haben. Mögli-
cherweise werden jedoch in der G6PI-induzierten Arthritis unterschiedliche Epitope von I-Aq 
und HLA-DRB0401 präsentiert, wobei die immunodominanten Epitope in den DBA/1 Mäu-
sen pathogen sind und bei den HLA-DRB0401 transgenen Tieren nicht. Außerdem ist nicht 
klar, ob in diesen Mäusen der MHC-II auch genauso stark exprimiert wird wie in den Wildtyp 
DBA/1 Mäusen. 
5.2.2 Der histologische Befund in den unterschiedlichen Mausstämmen 
und die Eignung als Modell für die rheumatoide Arthritis 
Neben dem klinischen Erscheinungsbild wurden alle Stämme nach Immunisierung mit G6PI 
auch histologisch untersucht (Kap. 4.2.4). Die klinischen Merkmale in den DBA/1 Mäusen 
waren stark ausgeprägt, so dass in diesem Stamm kein Zweifel bestand, dass diese Tiere eine 
Arthritis entwickelten. In den anderen Stämmen waren diesen Merkmale nicht zu beobachten. 
Es ist nicht auszuschließen, dass auch andere Stämme eine Entzündung des Gelenks ausbilde-
ten, die jedoch klinisch nicht zu sehen war. Diesen Fall kann z.B. bei der Induktion der Lyme 
Arthritis in C57BL/6 Mäusen beobachtet werden (Maier, et al., unveröffentlichte Daten). Die 
histologische Analyse der Gelenke der Vorder- und Hinterläufe dieser Stämme zeigte jedoch, 
dass keiner der klinisch unauffälligen Stämme eine Infiltration inflammatorischer Zellen in 
den Gelenken aufwies. Zusätzlich wurden auch die DBA/1 Mäuse histologisch untersucht 
(Kap. 4.2.3). Diese Untersuchung ist wichtig, da die Histopathologie Aufschluss darüber gibt, 
wie stark die G6PI-induzierte Arthritis der Pathologie der RA ähnelt und auf ähnliche patho-
logische Mechanismen schließen lässt. In den DBA/1 Mäusen kann nach Induktion der Arth-
ritis übereinstimmend mit der RA eine symmetrische Polyarthritis beobachtet werden, die sich 
in den Vorderläufen in den Handgelenken, den metacarpalen sowie den proximalen interpha-
langealen Gelenken und in den Hinterläufen in den tarsalen Gelenken manifestiert. Zusätzlich 
gibt es aber auch kleine Unterschiede zur RA. In den Vorderläufen sind auch die distalen in-
terphalangealen Gelenke betroffen. In den Hinterläufen manifestiert sich die Arthritis sehr 
stark vor allem in den Fußknöcheln. Das Kniegelenk dagegen ist nur bei sehr schweren Ver-
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läufen betroffen. Im Unterschied zur RA sind die Schultern nicht betroffen. Neben den Ge-
lenken wurden auch die inneren Organe in den DBA/1 Mäusen untersucht (Kap. 4.2.5). We-
der die inneren Organe, noch das ZNS, sind betroffen. Das ist ein ganz entscheidender Punkt. 
Da G6PI ein systemisches Antigen ist, konnte spekuliert werden, dass nicht nur die Gelenke 
betroffen sind, sondern zusätzlich auch andere Organe. Im K/BxN-Modell konnte gezeigt 
werden, dass G6PI auf der Oberfläche von Muskeln und der Niere zu finden ist (Matsumoto 
et al. (2002)). Obwohl durch die Immunisierung mit G6PI eine Immunreaktion gegen ein ubi-
quitär exprimiertes Antigen induziert wurde, entwickeln die Mäuse eine auf die Gelenke be-
schränkte, also organspezifische, Entzündung. Auch der histopathologische Befund zeigt, dass 
die Entzündung stark der RA ähnelt. So kann vor allem eine schwere Synovitis festgestellt 
werden, die in Pannusformation und Knorpel- und Knochendestruktion mündet. Merkmale, 
die exakt auf RA zutreffen. Die G6PI-induzierte Arthritis zeigt zum ersten Mal, dass die Im-
munisierung von normalen Mäusen mit einem systemischen Antigen eine Arthritis induzieren 
kann, die stark der humanen RA ähnelt. Dieses Modell eignet sich daher sehr gut, die patho-
logischen Mechanismen der Arthritisentwicklung zu untersuchen. 
5.2.3 Die Induktion der G6PI-induzierten Arthritis mit endogener, denatu-
rierter und heterologer G6PI 
Im Modell der G6PI-induzierten Arthritis entwickeln die Tiere 9 Tage nach Immunisierung 
eine Arthritis, die an Tag 14 ihren Höhepunkt erreicht und dann langsam wieder abnimmt 
(Kap. 4.2.2). Die Arthritis entwickelt sich sehr früh, zu einem Zeitpunkt, wo gerade erst erste 
zelluläre und humorale Antworten gegen G6PI gemessen werden können. Damit unterschei-
det sich der Verlauf  maßgeblich von der CIA aber auch vom K/BxN-Modell. Im K/BxN-
Modell entwickeln sich spontan Antikörper gegen G6PI, die sobald sie eine gewisse Affinität 
und Konzentration überschritten haben, zu einem chronischen Verlauf der Arthritis in den 
K/BxN Mäusen führen. Auch in der CIA reicht eine primäre Immunisierung mit heterologem 
CII aus, um ein Arthritis in DBA/1 Mäusen zu induzieren. In diesem Modell können T- und 
B-Zellantworten schon nach 5-10 Tagen detektiert werden. Erste Infiltrationen inflammatori-
scher Zellen im Gelenk können jedoch erst zwei Wochen später beobachtet werden, die dann 
nach 3-4 Wochen langsam in eine sich entwickelnde Arthritis im Gelenk münden (Holmdahl 
et al. (2002), Holmdahl et al. (1988), Holmdahl et al. (1985a)). Interessant an diesen beiden 
unterschiedlichen Verläufen ist, dass Kollagen II im Gelenk sehr prominent vorhanden ist, 
während G6PI ubiquitär vorliegt. Auch wenn das Kollagen möglicherweise sehr isoliert im 
Gelenk vorliegt und daher in den lymphatischen Organen von professionellen APC selten 
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präsentiert wird, so führt doch die Immunisierung mit CII zu einer frühen und starken Ant-
wort gegen CII. Daher wäre zu erwarten, dass sich die CIA schneller entwickelt, da eine Im-
munreaktion von Beginn an gegen das Gelenk gerichtet sein müsste. Bei der G6PI liegt der 
Fall genau andersherum. G6PI kommt überall vor, und bei einer Immunreaktion gegen G6PI 
könnte eher mit einer systemischen Entzündung gerechnet werden. Eine wichtige Rolle für 
die frühe Entwicklung der Arthritis könnte dabei die biologische Funktion des G6PI spielen. 
Die Glukose-6-phosphat Isomerase ist vor allem bekannt als ein glykolytisches Enzym. Ne-
ben dieser intrazellulären Funktion im Energiestoffwechsel hat G6PI aber auch extrazelluläre 
Funktionen. Außerhalb der Zelle agiert G6PI mehr als Zytokin. G6PI ist das gleiche Protein 
wie Neuroleukin (Chaput et al. (1988), Faik et al. (1988)) und agiert als Zytokin, welches B-
Zellen anregen kann, Antikörper zu sezernieren (Gurney et al. (1986a)) und wirkt als Ner-
venwachstumsfaktor, der das Überleben und Wachstum embryonaler Rückenmarksnerven 
und sensorischer Nerven unterstützt (Gurney et al. (1986b)). Neben Neuroleukin ist G6PI 
auch als autocrine motility factor (AMF) bekannt und wirkt als Zytokin, welches wahrschein-
lich eine große Bedeutung bei der Bildung von Metastasen bei Krebs hat (Watanabe et al. 
(1996)). AMF bindet an einen 78 kDa großen stark glykolisierten G-Protein gekoppelten Sie-
ben-Transmembranrezeptor, den AMF-Rezeptor (gp78) (Shimizu et al. (1999, Tsutsumi et al. 
(2002), Watanabe et al. (1991)). Weiterhin ist G6PI auch unter „differentiation and maturation 
mediator“  (DMM) bekannt und ist an der Differenzierung von humanen myeloiden leukämi-
schen HL-60 Zellen zu terminalen Monozyten beteiligt (Xu et al. (1996)). Bis jetzt ist wurde 
noch nicht gezeigt, welche Zellen G6PI sekretieren und welche Zellen den Rezeptor exprimie-
ren. Die Tatsache, dass G6PI von Lektin stimulierten T-Zellen sezerniert wird und die Pro-
duktion von Immunglobulinen anregt, zeigt jedoch, dass G6PI auf das Immunsystem Einfluss 
nehmen kann (Gurney et al. (1986a)). Es ist daher durchaus denkbar, dass bei einer Immun-
antwort gegen G6PI, das G6PI als sein „eigenes Adjuvans“ wirkt. Durch die Immunisierung 
mit G6PI wird die Konzentration von G6PI in der Maus erhöht und G6PI kann verstärkt an 
den AMF-Rezeptor binden. Möglicherweise wird dadurch die anti-G6PI Antikörperprodukti-
on verstärkt, indem G6PI nicht nur vom B-Zellrezeptor sondern gleichzeitig auch vom AMF-
Rezeptor gebunden wird und die B-Zelle eine Art kostimulatorisches Signal über diesen Re-
zeptor erhält. Denkbar ist auch, dass andere Effektorzellen durch G6PI an den Entzündungs-
herd wandern, aktiviert werden und über den AMF-Rezeptor aufgenommenes G6PI verstärkt 
auf der Oberfläche präsentieren. Um zu untersuchen, ob die biologische Funktion der G6PI 
bei der Entwicklung der Arthritis eine Rolle spielt, wurden DBA/1 Mäuse mit denaturierter 
G6PI immunisiert (Kap. 4.2.7). Die G6PI wurde dazu gekocht, fiel aus und besaß keine en-
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zymatische Aktivität mehr. Trotz Denaturierung der G6PI entwickelten die Tiere eine Arthri-
tis mit stark ähnelnder Inzidenz und Verlauf der Erkrankung im Vergleich zu der Immunisie-
rung mit nativer G6PI. Dies zeigte deutlich, dass die enzymatische Aktivität der G6PI keinen 
Einfluss auf die Entwicklung der Arthritis hat. Daneben kann aber die Hypothese der beson-
deren biologischen Aktivität der G6PI nicht völlig ausgeschlossen werden, da die endogene 
murine G6PI weiter frei verfügbar ist. In der Zukunft wird es von besonderem Interesse sein, 
welche Zellen des Immunsystems den AMF-Rezeptor exprimieren und ob die Bindung von 
G6PI an den Rezeptor die Produktion von Antikörpern oder pro-inflammatorischer Zytokine 
induziert. Möglicherweise liegt das besondere Potential der G6PI darin zum Einen ein Anti-
gen zu sein, welches von den Zellen des Immunsystem erkannt wird und zum Anderen aber 
auch gleichzeitig bestimmte Effektorfunktionen auf das Immunsystem ausüben kann. 
Daneben zeigt die Arthritisinduktion mit denaturierter G6PI, dass die dreidimensionale Struk-
tur des Antigens keine große Rolle spielt. Das legt die Vermutung nahe, dass insbesondere T-
Zellen an der Induktion beteiligt sind. Bei der Aktivierung von T-Zellen spielt die Struktur 
keine Rolle, da das Antigen in Form eines Peptid-MHC Komplexes den T-Zellen präsentiert 
wird und somit nicht in seiner nativen Form vorliegt. Neben der Immunisierung mit denatu-
rierter G6PI wurde auch untersucht, ob die Konzentration der G6PI im Serum des DBA/1 
Stammes und der nicht-suszeptiblen Stämme BALB/c und C57BL/6 unterschiedlich ist (Kap. 
4.2.9). Das endogene G6PI in der Maus, vor allem im Serum, könnte unterschiedlichen Ein-
fluss auf die Arthritisinduktion nehmen. Eine hohe Konzentration im Serum könnte dazu füh-
ren, dass autoreaktive G6PI-spezifische T-Zellen, die im Blut zwischen den lymphatischen 
Organen hin- und herwandern in einen anergen Zustand übergehen, da ihnen ständig G6PI 
ohne kostimulatorisches Signal präsentiert wird. Eine niedrige Konzentration könnte den Ef-
fekt haben, dass die periphere Toleranz z.B. in Form der Anergie nicht vorhanden ist und da-
durch eine erhöhte Frequenz aktivierbarer autoreaktiver Zellen vorhanden ist, die nach Immu-
nisierung mit G6PI zu einer starken Immunantwort führt. Die Ergebnisse zeigen aber, dass die 
G6PI-Konzentrationen vergleichbar sind und der DBA/1 Stamm von der Konzentration her 
sogar genau zwischen den beiden nicht-suszeptiblen Stämmen BALB/c und C57BL/6 liegt. 
Die Serumkonzentration des G6PI allein scheint also keinen Einfluss auf die Arthritisentwick-
lung zu nehmen. Bei dieser Untersuchung konnte jedoch nicht geklärt werden, ob die Ge-
samtverfügbarkeit in den unterschiedlichen Stämmen unterschiedlich ist. Möglichweise ist die 
Konzentration im Serum ähnlich aber die Konzentration auf der Oberfläche von Gelenken 
und anderen Organen unterschiedlich.    
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Bei den bisher diskutierten Daten wurde die Arthritisinduktion in den DBA/1 Mäusen immer 
mit heterologer G6PI durchgeführt. Obwohl die humane und die murine G6PI starke Ähnlich-
keiten aufweisen, unterscheiden sie sich jedoch zu 10% in ihrer Sequenz. Das könnte zur 
Konsequenz haben, dass die Epitope, die den T-Zellen präsentiert werden zwischen Mensch 
und Maus unterschiedlich sind, so dass keine Selektion gegen diese T-Zellen im Thymus 
stattgefunden hat. Auch in der CIA können in einigen Ratten- und Mausstämmen die Tiere 
mit autologem Kollagen II immunisiert werden und entwickeln dann eine Arthritis. Im Ge-
gensatz zur Immunisierung mit heterologem CII entwickeln die Tiere jedoch erst 4- 12 Wo-
chen nach Immunisierung eine Arthritis und zeigen zudem einen chronischen Verlauf 
(Boissier et al. (1987), Holmdahl et al. (1986)). In der G6PI-induzierten Arthritis wurden 
DBA/1 Tiere mit muriner G6PI immunisiert (Kap. 4.2.6). Der klinische Verlauf der Arthritis 
stimmte mit den human G6PI immunisierten Tieren bei leicht reduzierter Inzidenz überein. 
Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Tiere männlichen oder weiblichen Geschlechts 
waren. In der CIA erkranken weibliche DBA/1 Mäuse mit geringer Inzidenz und mit weitaus 
milderem Verlauf als die männlichen Tiere (Boissier et al. (1987)). Damit unterscheidet sich 
das G6PI-induzierte Modell von der CIA, da die DBA/1 Mäuse keinen chronischen Verlauf 
der Erkrankung zeigen und auch nicht erst viel später erkranken. Die etwas geringere Inzidenz 
macht deutlich, dass es mit der autologen G6PI scheinbar schwieriger ist, die Toleranz gegen-
über der G6PI zu überwinden und eine Arthritis zu induzieren. Der Verlauf nach Induktion 
der Arthritis mit muriner G6PI lässt die Frage zu, warum die Tiere keine chronische Arthritis 
entwickeln. Im Serum der Maus lässt sich lösliches G6PI feststellen und jede Zelle enthält 
viel G6PI. Das bedeutet, dass das Antigen stets zur Verfügung steht. Weiterhin lässt sich 
durch die Immunisierung mit muriner G6PI zeigen, dass eine erhöhte Frequenz autoreaktiver 
Zellen vorhanden ist, die zur Entwicklung einer Arthritis bei 80% der Mäuse ausreicht. Wenn 
also die Vorläuferfrequenz autoreaktiver Zellen und das Antigen frei verfügbar ist, so muss 
ein weiterer Faktor eine wichtige Rolle bei der Induktion der Arthritis spielen. Das könnte 
z.B. das Adjuvans sein bzw. bakterielle Rückstände, die in der G6PI-Präparation vorhanden 
sind. Tatsächlich ist schon seit langem bekannt, dass durch die Immunisierung von Ratten mit 
komplettem Freundschen Adjuvans eine Arthritis induziert werden kann Pearson (1956). Es 
ist auch bekannt, dass Adjuvantien in Form kleiner Moleküle, die keine antigenen Epitope 
ausbilden können, eine Arthritis in bestimmten Rattenstämmen auslösen können (Chang et al. 
(1980), Kohashi et al. (1982)). Somit ist der immunogene Effekt des Adjuvans möglicherwei-
se in der Lage die ausgebildete Toleranz gegen ein Antigen, welches eine Arthritis zu induzie-
ren vermag, zu überwinden. Dies kann möglicherweise auch passieren, wenn die Tiere altern 
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und selbst nicht mehr in der Lage sind die Toleranz aufrechtzuerhalten. Eine Studie zeigt, 
dass alternde männliche DBA/1 Mäuse in 80% der Tiere eine chronische entzündliche Arthri-
tis entwickeln (Nordling et al. (1992)). Ob in diesen Tieren G6PI eine Rolle als Autoantigen 
spielt, ist bisher nicht untersucht worden. Klar ist, dass die Induktion der G6PI-induzierten 
Arthritis abhängig ist vom Antigen, da DBA/1 Mäuse, die nur mit PBS in CFA immunisiert 
wurden, keine Arthritis entwickelten.  
Die in dieser Arbeit verwendete humane und murine G6PI wurde rekombinant in Bakterien 
hergestellt. Es ist daher von großer Bedeutung herauszufinden, ob bakterielle Rückstände in 
der Präparation und die Modifikation der G6PI einen Einfluss auf die Arthritisentwicklung 
haben. Sowohl die rekombinante humane als auch die murine G6PI wurden N-terminal mit 
einer sechsfachen Histidinmarkierung versehen, die zur Aufreinigung über eine Ni-NTA Säu-
le benötigt wurde. Es ist bekannt, dass kationische Antigene mit Strukturen des Gelenks inter-
agieren können und Einfluss auf die Entwicklung z.B. bei der Antigen induzierten Arthritis 
nehmen können. Eine chronische Arthritis in den Gelenken entwickelt sich nur bei der intraar-
tikulären Injektion von kationischem BSA, nicht aber bei herkömmlichen BSA (van den Berg 
et al. (1984)). Außerdem ist durchaus denkbar, dass eine Immunreaktion auch gegen die 
Histidinmarkierung gerichtet sein kann. DBA/1 Mäuse wurden mit kommerziellem Kanin-
chen G6PI immunisiert, welches aus dem Muskel von Kaninchen stammt und keine bakteriel-
len Rückstände enthält. Außerdem war diese G6PI nicht modifiziert, so dass keine pH-
abhängigen Effekte bzw. immunodominanten Effekte durch die Histidinmodifikation vorhan-
den waren. Die Homologie zwischen der Kaninchen G6PI und der humanen bzw. murinen 
G6PI liegt bei über 90%. Ein Nachteil dieser Präparation ist jedoch, dass sie durch andere 
Proteine kontaminiert ist. Einige dieser kontaminierenden Proteine, z.B. die Fruktose-1,6-
bisphosphatase und die M-Kette der Kreatinkinase, erwiesen sich jedoch als nicht arthritogen 
(Schmitt A. und Marschinke F., unveröffentlichte Beobachtungen). Mit Hilfe der Kaninchen 
G6PI konnte in DBA/1 Mäusen eine Arthritis induziert werden (Kap. 4.2.8). Auch wenn die 
Präparation mit einigen Proteinen verunreinigt war, kann davon ausgegangen werden, dass 
der arthritogene Effekt auf der in der Präparation vorhandenen G6PI zurückzuführen ist. Die 
G6PI ist in dieser Präparation die am stärksten konzentrierteste Fraktion und zwei andere 
prominent vorhandene Kontaminationen haben sich als nicht arthritogen herausgestellt. Un-
abhängig von der Reinheit der Präparation wurde durch diese Experimente jedoch deutlich, 
dass bakterielle Rückstände und auch die Histidinmarkierung keinerlei Einfluss auf die Ent-
wicklung der Arthritis hatten. 
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5.2.4 Die Rolle der Antikörper und des Komplementsystems in der G6PI-
induzierten Arthritis 
Im CIA-Modell ist die Bildung von Autoantikörpern gegen murines CII wahrscheinlich der 
primäre Mechanismus in der Immunpathogenese. Der Transfer von Serum arthritischer Mäuse 
oder Ratten in naive Empfängertiere induziert eine schwere Entzündung in den Empfängern 
(Englert et al. (1986), Holmdahl et al. (1990), Stuart et al. (1982)). Auch im K/BxN-Modell 
spielen B-Zellen und Antikörper eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese (Korganow et 
al. (1999), Matsumoto et al. (1999)). Durch Transfer von Serum oder monoklonalen Antikör-
pern vom IgG1 Isotyp kann in den Empfängermäusen eine Arthritis induziert werden, die al-
lerdings nicht chronisch verläuft. Sobald im K/BxN-Modell genügend Antikörper gegen G6PI 
gebildet wurden, sind die T-Zellen nicht mehr notwendig. Da gerade im K/BxN-Modell die 
Antikörper wichtig sind, wurde die Produktion von anti-G6PI Antikörpern auch im G6PI-
induzierten Arthritismodell untersucht (Kap. 4.3.1). Beginnend von Tag 6 nach Immunisie-
rung mit rekombinanter humaner G6PI können hohe Titer gegen rekombinante humane und 
murine G6PI detektiert werden. Das bedeutet, dass die Antikörper kreuzreaktiv zwischen hu-
maner und muriner G6PI sind. Die niedrigeren Titer gegen murine G6PI sind durchaus erwar-
tet. Zwar besteht zwischen humaner und muriner G6PI eine starke Homologie, und auch die 
3-dimensionale Struktur ist zwischen den unterschiedlichen Spezies fast identisch (Graham 
Solomons et al. (2004)). Dennoch existieren sowohl lineare und wahrscheinlich auch konfor-
mationelle Epitope, die zwischen Mensch und Maus unterschiedlich sind, weshalb mehr Anti-
körper gegen humane G6PI gebildet werden. Geht man davon aus, dass die pathologische 
Relevanz der Antikörper in der Erkennung der murinen G6PI besteht, so kann durch diese 
Experimente gleichzeitig auch gezeigt werden, dass Antikörper gegen G6PI nicht ausschließ-
lich verantwortlich sein können für die Arthritis in DBA/1 Mäusen. Nach 30 Tagen können 
immer noch hohe Antikörpertiter sowohl gegen murine als auch gegen humane G6PI gemes-
sen werden, obwohl die Arthritis schon zurückgegangen ist. Damit unterscheidet sich das 
G6PI-induzierte Modell stark vom K/BxN-Modell. Haben sich dort erst einmal Antikörper 
gegen G6PI gebildet, so verläuft die Arthritis chronisch und ist nicht mehr abhängig von an-
deren Faktoren wie z.B. T-Zellen (Kouskoff et al. (1996)). Ein weiterer Punkt, der gegen die 
Beteiligung von Antikörpern und B-Zellen in der G6PI-induzierten Arthritis spricht, ist der 
Fakt, dass der Transfer großer Mengen aufgereinigter IgG nicht in der Lage ist, eine Arthritis 
in den Empfängermäusen auszulösen (Kap. 4.3.4). Sowohl im CIA-Modell als auch im 
K/BxN-Modell ist dies möglich.. Man könnte auch die Hypothese aufstellen, dass die ge-
spritzte humane G6PI das eigentliche Ziel der Immunantwort ist, die zur Arthritis führt. Unter 
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der Annahme, dass sich gewisse Anteile der gespritzten G6PI im Gelenk ablagern, könnten 
sich dort Immunkomplexe bilden, die dann zur Zerstörung des Gewebes führen. Eine Abnah-
me der Arthritis trotz hoher Antikörpertiter könnte dann durch das Fehlen des Antigens erklärt 
werden. Weiterhin könnte damit auch erklärt werden, warum der Arthritistransfer durch 
Transfer der Antikörper im G6PI-induziertem Modell nicht funktioniert, da das Zielantigen 
gar nicht vorhanden ist. Wenn spekuliert wird, ob Antikörper eine wichtige Rolle bei der 
Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis spielen, dann ist natürlich auch die Frage, welche 
Antikörpertiter die Stämme entwickeln, die nicht-suszeptibel für die G6PI-induzierte Arthritis 
sind. Die Experimente zeigen, dass alle untersuchten Stämme sowohl gegen murine als auch 
gegen humane G6PI hohe Antikörpertiter entwickeln (Kap. 4.3.1). Dieser Befund spricht er-
neut deutlich gegen eine Beteiligung der Antikörper. Jedoch kann auch im CIA-Modell die 
gleiche Beobachtung gemacht werden. Obwohl hier Antikörper eindeutig pathologisch rele-
vant sind, entwickeln auch nicht-suszeptible Stämme hohe Titer gegen CII (Wooley et al. 
(1981)). Möglicherweise ist die Qualität der Antikörper in den unterschiedlichen Stämmen 
unterschiedlich. Es könnte durchaus sein, dass in DBA/1 Mäusen Antikörper gebildet werden, 
die gegen frei zugängliche Epitope gerichtet sind und daher im Gelenk Immunkomplexe bil-
den können. Da bisher nicht bekannt ist, wie sich G6PI im Gelenk anlagert, könnten Epitope, 
die von Antikörpern anderer Stämme erkannt werden, nicht frei zugänglich sein und somit die 
Bildung von Immunkomplexen verhindern. Ein anderer wichtiger Punkt sind auch die Isoty-
pen der gebildeten Antikörper gegen G6PI. Sowohl im K/BxN-Modell als auch im CIA-
Modell spielen die Isotypen der Antikörper eine wichtige Rolle. Im K/BxN-Modell sind es 
anti-G6PI Antikörper der IgG1 Subklasse, die in der Lage sind, die Arthritis zu transferieren 
(Maccioni et al. (2002)). In der CIA sind es vor allem Antikörper der IgG2 Subklasse, die eine 
Rolle spielen (Terato et al. (1992), Watson und Townes (1985)). In DBA/1 Mäusen konnten 
von allen Subklassen der anti-G6PI-IgG Antikörper hohe Konzentrationen gemessen werden 
(Kap. 4.3.2). Beim Vergleich der Antikörpertiter zwischen dem DBA/1 Stamm und den ande-
ren Stämmen fällt auf, dass die anderen Stämme deutlich höhere Titer gegen humane und mu-
rine G6PI entwickelten. Die Bestimmung der Antikörpertiter in den DBA/1 Mäusen wurde 
jedoch mit einem anderen ELISA Verfahren durchgeführt, bei der die Bindung der IgG Anti-
körper an G6PI mit einem biotinylierten Sekundärantikörper und einer Streptavidin-
gekoppelten Peroxidase detektiert wurde. Die Detektion in den anderen Stämmen wurde mit 
einem Peroxidase-konjugiertem Sekundärantikörper durchgeführt. Dabei entwickelte sich 
gerade mit dem biotinylierten Sekundärantikörper ein hohes Hintergrundsignal, welches zu 
den geringeren Titern führte. Die Antikörpertiter sind daher nicht direkt vergleichbar. Die 
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bisher diskutierten Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Antikörper möglicherweise keine 
entscheidende Rolle spielen. Bis jetzt wurde nur die Produktion der Antikörper untersucht und 
nicht deren mögliche Effektorfunktion. Eine wichtige Funktion von Antikörpern ist zum Bei-
spiel die positive und negative Regulation von Immunantworten durch das Binden an  Fc-
Rezeptoren. Die Bindung führt zur Proliferation von B-Zellen, zur Phagozytose bei 
Makrophagen und zur  Degranulation bei Mastzellen. Über Fc-Rezeptoren werden auch Im-
munkomplexe aufgenommen und deren gebundenen Antigene anschließend präsentiert 
(Amigorena et al. (1998), Hamano et al. (2000)). Viele von Antikörpern vermittelte Funktio-
nen werden von Effektorzellen ausgeübt, die über Fc-Rezeptoren verfügen. Der Einfluss der 
Fc-Rezeptoren auf die G6PI-induzierte Arthritis wurde daher untersucht (Kap. 4.3.5). Es 
konnte gezeigt werden, dass DBA/1 Mäuse, die keine aktivierenden FcγRI und FcγRIII 
exprimieren konnten, eine Arthritis mit geringer Inzidenz und mildem Verlauf entwickelten. 
DBA/1 Mäuse dagegen, die kein FcγRIIB exprimierten, zeigten eine erhöhte Inzidenz von 
100% und einen chronischen Verlauf. Beide Stämme entwickeln dabei hohe anti-G6PI Titer. 
Damit ist ganz deutlich, dass auch in der G6PI-induzierten Arthritis den über die Fc-
Rezeptoren vermittelten Funktion der Antikörper eine große Bedeutung zukommt. Da die 
bisher einzig bekannte extrazelluläre Funktion der Fc-Rezeptoren die Bindung von Antikör-
pern ist, konnte indirekt bewiesen werden, dass Antikörper eine wichtige Rolle spielen. Im 
CIA-Modell konnten ähnliche Beobachtungen gemacht werden. DBA/1 Mäuse, die defizient 
für die gemeinsame γ-Kette sind, sind resistent gegen CIA, obwohl sie hohe Antikörpertiter 
gegen CII entwickeln (Kleinau et al. (2000)). Die Verwendung von FcγRIIB-/- DBA/1 Mäusen 
dagegen führte zu einem schwereren Verlauf der Arthritis (Kleinau et al. (2000)). Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass ein nicht-suszeptibler Mausstamm eine CIA entwickelt, wenn 
FcγRIIB fehlt (Yuasa et al. (1999)). Auch im K/BxN-Modell konnte in unterschiedlichen 
Stämmen mit genetischen Deletionen für Fcγ-Rezeptoren gezeigt werden, dass sowohl der 
aktivierende FcγRI als auch der inhibierende FcγRIIB keine Rolle bei der Induktion oder im 
Verlauf der Arthritis spielen, während der FcγRIII, der auch über IgG1 aktiviert werden kann, 
sehr wichtig ist (Ji et al. (2002a)). Damit konnte in allen drei Modellen gezeigt werden, dass 
den gebildeten Antikörpern und ihren über Fcγ-Rezeptoren vermittelten Funktionen ein gro-
ßer Anteil bei der Induktion der Arthritis zukommt. In der Zukunft ist eine wichtige Frage, ob 
die entscheidenden Antikörper tatsächlich auch eine Spezifität für G6PI besitzen müssen und 
es sich hierbei um einen immunkomplexvermittelten Prozess handelt. Weiterhin muss unter-
sucht werden, welcher der aktivierenden Fc-Rezeptoren wichtig ist, da die Aktivierung über 
FcγRI oder FcγRIII unterschiedliche Immunantworten nach sich zieht. Neue Erkenntnisse 
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könnten möglicherweise monoklonale Antikörper liefern, die aus arthritischen Mäusen nach 
G6PI Immunisierung generiert wurden. Mit Hilfe dieser Antikörper ist es möglich, die Epito-
pe zu identifizieren, die von diesen Antikörpern gebunden werden. Im K/BxN-Modell wurden 
zwei lineare Epitope identifiziert. Antikörper, die diese Epitope erkennen, können die Arthri-
tis transferieren (Solomon (2003)). Ein Vergleich der Epitope könnte Aufschluss geben, wa-
rum der Transfer in der G6PI-induzierten Arthritis nicht funktioniert. Außerdem ist interes-
sant, ob die nicht-suszeptiblen Stämme andere Epitope erkennen als die DBA/1 Mäuse. So-
wohl im CIA-Modell als auch im K/BxN-Modell ist der Transfer nur möglich, wenn mindes-
tens zwei Antikörper unterschiedlicher Spezifität das Antigen binden (Maccioni et al. (2002), 
Terato et al. (1992)), was impliziert, dass Immunkomplexe von Bedeutung sind. Die nicht-
suszeptiblen Stämme entwickeln hohe Antikörpertiter gegen G6PI. Möglicherweise sind die 
Epitope jedoch so angeordnet, dass keine Immunkomplexe ausgebildet werden können. Ne-
ben der Bestimmung der Epitope spielt sicherlich auch die Affinität der Antikörper eine Rol-
le. Im K/BxN-Modell wurden  monoklonale Antikörper generiert und deren Affinität über 
Plasmon Resonanz Messungen bestimmt (Maccioni et al. (2002)). Hier wird interessant sein, 
ob die Antikörper aus den DBA/1 Mäusen möglicherweise andere Affinitäten aufweisen als 
im K/BxN-Modell. Dies ist sogar sehr wahrscheinlich, da im K/BxN-Modell die B-Zellen 
aufgrund des transgenen T-Zellrezeptors starke B-Zellhilfe erhalten und somit einer massiven 
Affinitätsreifung unterzogen werden. Möglicherweise kann die Arthritis im G6PI-induzierten 
Modell nicht mit Antikörpern transferiert werden, weil die Affinität der Antikörper zu gering 
ist. 
Ein weiterer Mechanismus, bei dem eine Verbindung zwischen der angeborenen und der hu-
moralen Immunität hergestellt wird, ist das Komplementsystem. Ein mögliches Modell der 
Arthritisinduktion könnte so funktionieren, dass kreuzreaktive Antikörper gegen murine G6PI 
im Gelenk Immunkomplexe bilden. Durch diese Immunkomplexe wird das Komplementsys-
tem aktiviert, welches seinerseits das Gewebe zerstört und andere Zellen des Immunsystems 
in das Gelenks lockt, die dann, z.B. über die Bindung von Antikörper an Fc-Rezeptoren, akti-
viert werden. Auch bei der Pathogenese der RA wird dem Komplement eine große Bedeutung 
zugeschrieben (Jose et al. (1990), Morgan et al. (1988), Ward und Zvaifler (1971)). Dabei 
spielen wahrscheinlich der klassische und der alternative Weg der Komplementkaskade eine 
Rolle (Brodeur et al. (1991)). Um zu untersuchen, ob das Komplementsystem eine Rolle bei 
der Pathogenese in der G6PI-induzierten Arthritis spielt, wurde das zentrale Protein der Kom-
plementkaskade C5 mit Hilfe des anti-C5 Antikörpers BB5.1 inhibiert (Frei et al. (1987)). Die 
mit BB5.1 behandelten Tiere entwickelten eine Arthritis mit einer Inzidenz von nur 66% und 
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einem verzögerten milderen Verlauf der Arthritis, obwohl die Aktivität des Komplementsys-
tems im hämolytischen Test nur zu ca. 30 % eingeschränkt war (Kap. 4.3.6). Daraus kann 
geschlossen werden, dass die Komplementaktivität einen zentralen Mechanismus in der G6PI-
induzierten Arthritis darstellt. Das G6PI-induzierte Arthritismodell weist in dieser Hinsicht 
Parallelen zur CIA und zum K/BxN-Modell auf (Ji et al. (2002a), Wang et al. (1995)). Durch 
gänzliche Blockade des Komplements, z.B. in einer C5-ko Maus, könnte die Arthritisentwick-
lung möglicherweise vollständig verhindert werden. Ein Nachteil an diesem Experiment ist 
jedoch, dass nicht klar ist, welcher Weg des Komplements aktiviert wird, da alle Wege im 
zentralen Molekül C5 münden. Aus den bisher bekannten Daten kann spekuliert werden, wel-
cher Weg eine große Rolle spielen könnte. DBA/1 Mäuse verfügen zu dem Zeitpunkt an dem 
sie erkranken über alle IgG Subklassen. Die Subklasse, die zuerst gemessen werden kann, ist 
erwartungsgemäß IgG1. IgG1 interagiert aber nur schwach mit C1q, so dass der klassische 
Weg der Komplementkaskade von dieser Subklasse kaum aktiviert werden kann. Im K/BxN-
Modell sind  IgG1 Antikörper der vorherrschende Isotyp und der alternative Weg der Kom-
plementkaskade ist von Bedeutung. IgG1 könnte durch Bindung an C3b, einer Komponente 
des alternativen Weges, die Inaktivierung von C3b durch den Faktor H verhindern (Ji et al. 
(2002a), Klaus et al. (1979)). Es ist also durchaus vorstellbar, dass die gegen G6PI gebildeten 
Antikörper der IgG1 Subklasse in der G6PI-induzierten Arthritis bei der Aktivierung des al-
ternativen Weg der Komplementkaskade eine Rolle spielen.  Interessanterweise erkranken die 
Tiere dann, wenn auch die IgG2 Subklasse im Serum detektierbar ist.  Die IgG2 Subklassen 
sind in der Lage, an C1q, dem ersten Komplex des klassischen Weges der Komplementkaska-
de, zu binden und die Komplementkaskade zu aktivieren (Duncan und Winter (1988)). 
DBA/1 Mäuse, die defizient für C3, einem Protein des klassischen Weges der Komplement-
kaskade, aber auch für den Faktor B, einem Protein des alternativen Weges der Komplement-
kaskade, sind resistent gegen die CIA (Hietala et al. (2002)). Das zeigt, dass in der CIA der 
alternative und der klassische Weg der Komplementkaskade eine Rolle in Abhängigkeit der 
IgG2 Subklasse spielen. In der G6PI-induzierten Arthritis sind alle IgG-Subklassen vorhanden 
und es kann spekuliert werden, dass diese Antikörper sowohl an der Aktivierung des klassi-
schen Weges als auch des alternativen Weges der Komplementkaskade beteiligt sind.  
Zusammenfassend ist in der G6PI-induzierten Arthritis deutlich geworden, dass Antikörper 
ganz entscheidend zur Pathogenese beitragen. Die von Antikörpern über Fcγ-Rezeptoren ü-
bermittelten Signale auf Effektorzellen und auch die Aktivierung bzw. Verstärkung der Kom-
plementkaskade durch die gebildeten Antikörper sind dabei die entscheidenden Funktionen. 
Damit konnten in diesem Modell Effektormechanismen aufgezeigt werden, die auch bei der 
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Pathogenese von RA ein wichtige Rolle spielen. Das G6PI-induzierte Arthritismodell eignet 
sich daher sehr gut dafür, immunmodulatorische Therapeutika, die z.B. gegen Komponenten 
des Komplementsystem aber auch als Antagonisten für Fcγ-Rezeptoren entwickelt wurden, zu 
testen. 
5.2.5 Die Rolle der T-Zellen und der von ihnen produzierten Zytokine in 
der G6PI-induzierten Arthritis  
Sowohl bei der RA als auch im Tiermodell spielen CD4+ T-Zellen eine große Rolle. Im 
K/BxN-Modell sind die transgenen T-Zellen für die Induktion der Arthritis notwendig 
(Kouskoff et al. (1996), Mangialaio et al. (1999)). Auch in der CIA haben CD4+ T-Zellen eine 
immense Bedeutung. Sie leisten dort B-Zellhilfe, um arthritogene Antikörper zu produzieren 
(Corthay et al. (1999)). Außerdem wird vermutet, dass sie selbst eine aktive Rolle bei der Ge-
lenkentzündung spielen, indem sie andere Zellen, wie z.B. Makrophagen, aktivieren 
(Holmdahl et al. (2002)). Klares Indiz für die wichtige Rolle der CD4+ T-Zellen bei der CIA 
ist auch hier die MHC Assoziation. Trotz dieser Studien bleibt die Rolle der CD4+-T-Zellen 
kontrovers, da auch CD4-/- Mäuse, eine Arthritis nach Immunisierung mit heterologem CII 
entwickeln (Tada et al. (1996)). Um die Rolle der CD4+ T-Zellen in der G6PI-induzierten 
Arthritis näher zu untersuchen, wurde versucht, autoreaktive CD4+ T-Zellen nach Immunisie-
rung mit G6PI zu restimulieren und die Proliferation über den Einbau von 3H-Thymidin zu 
verfolgen. Bei allen untersuchten Stämmen konnte nur in den Zellen der drainierenden 
Lymphknoten der DBA/1 Mäuse zwischen den Tagen 9 und 12 eine Proliferation gemessen 
werden (Kap. 4.4.1). Damit wird deutlich, dass die nicht-suszeptiblen Stämme nicht in der 
Lage sind, mit einer CD4+ T-Zellantwort auf die Immunisierung mit G6PI zu reagieren. Da-
durch kann z.B. die B-Zellhilfe nur eingeschränkt funktionieren. Zwar werden auch hohe Ti-
ter in diesen Mäusen produziert, es ist aber nicht klar, ob sie auch die gleiche Spezifität und 
Affinität haben. Fehlt nun diese spezifische CD4+-T-Zellantwort nach Immunisierung mit 
G6PI, so können diese T-Zellen nicht in das Gelenk migrieren, um dort ihre Effektorfunktion 
auszuüben. Die Antikörper alleine reichen dann nicht aus, um eine Arthritis zu induzieren. 
Obwohl die DBA/1 Mäuse hohe Titer gegen G6PI entwickeln, nimmt die Arthritis nachdem 
keine CD4+ T-Zellantwort mehr gemessen werden kann wieder ab (Kap. 4.2.2 und Kap. 
4.4.1). Diese Daten sind erste Hinweise darauf, dass auch in der G6PI-induzierten Arthritis 
CD4+-T-Zellen entscheidend für die Entwicklung der Arthritis sind. Ein weiterer Punkt, der 
sehr interessant ist, ist der Fakt, dass auch die CD4+ T-Zellen der SWR und B10.Q Mäuse 
nicht proliferieren. Da beide Stämme über das gleiche MHC-II Protein verfügen wie die 
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DBA/1 Mäuse, müsste den T-Zellen auch das oder die gleichen Epitope präsentiert werden, 
und es sollte eigentlich mit einer CD4+-T-Zellantwort gerechnet werden. Diese konnte nicht 
gemessen werden und dafür kann es mehrere Gründe geben. Die B10.Q Mäuse wurden von 
Jackson Laboratories bezogen und sind aufgrund einer Mutation resistent gegen die CIA 
(Shaw et al. (2003)). Diese Mutation könnte auch Auswirkungen auf das Proliferationsverhal-
ten der CD4+-T-Zellen haben. Der SWR Stamm hat einen T-Zelldefekt, da ihm  ca. 50% des 
Vβ  Gens fehlt (Behlke et al. (1986)). Auch das könnte sich auf das Proliferationsverhalten der 
CD4+ T-Zellen auswirken, da möglicherweise das T-Zellrepertoire beschränkt ist. Abgesehen 
davon könnten aber auch noch zwei andere Aspekte eine wichtige Rolle spielen, die im übri-
gen auch für die anderen nicht-suszeptiblen Stämme gelten. Der erste Aspekt beinhaltet die 
Mechanismen der zentralen Toleranz, also die positive und negative Selektion G6PI spezifi-
scher CD4+ T-Zellen im Thymus. Unter Umständen ist die Frage der Suszeptibilität damit 
verknüpft, ob die meisten G6PI spezifischen autoreaktiven CD4+ T-Zellen im Thymus dele-
tiert werden können oder nicht. Es wäre daher interessant, das H2-q restringierte Epitop zu 
bestimmen und zu untersuchen, ob noch andere H2-q kongene Stämme existieren, die suszep-
tibel sind oder nicht. Mit Hilfe von MHC-II spezifischen Tetrameren kann dann nachgewiesen 
werden, wie viele autoreaktive CD4+-T-Zellen die Peripherie erreichen und wie die Selektion 
im Thymus reguliert wird. Möglicherweise existiert in den DBA/1 Mäusen ein Defekt, der es 
vielen autoreaktiven CD4+-T-Zellen, sei es mit Spezifität für CII oder G6PI, erlaubt, den 
Thymus zu verlassen. Ein anderer Aspekt ist die periphere Toleranz. Auch wenn es autoreak-
tiven CD4+-T-Zellen aller Stämme gelingen sollte, die Peripherie zu erreichen, könnten soge-
nannte regulatorische CD4+CD25+ T-Zellen eine CD4+ T-Zellantwort gegen G6PI unterdrü-
cken. Die Proliferation der CD4+ T-Zellen wurde zusätzlich auch mit CFDA-SE nachgewie-
sen. Dabei konnte beobachtet werden, dass die CD4+-T-Zellen nicht proliferieren, wenn die 
Mäuse nur mit PBS in CFA immunisiert wurden und anschließend mit muriner oder humaner 
G6PI restimuliert wurden (Kap. 4.4.2). Das ist ein wichtiger Punkt, da gezeigt werden konnte, 
dass G6PI über den möglicherweise exprimierten AMF-Rezeptor nicht als Mitogen auf CD4+ 
T-Zellen wirkt. Somit beruht die gemessene Proliferation der CD4+ T-Zellen nach Immunisie-
rung und Restimulation mit G6PI tatsächlich auf eine spezifische CD4+ T-Zellantwort. Nach 
Immunisierung mit humaner G6PI proliferierten die CD4+ T-Zellen an Tag 11, ohne dass es 
der Zugabe von Antigen bedarf. Diese Beobachtung ist nicht ungewöhnlich, da zu diesem 
Zeitpunkt die G6PI spezifischen CD4+-T-Zellen wahrscheinlich in den drainierenden Lymph-
knoten selbst massiv G6PI von den APC präsentiert bekommen und proliferieren. Unter Zu-
gabe von humaner G6PI wird die Proliferation in vitro noch verstärkt. Die Zugabe von muri-
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ner G6PI lässt die CD4+ T-Zellen nur unwesentlich stärker proliferieren als ohne Zugabe von 
Antigen. Das könnte bedeuten, dass die G6PI spezifischen CD4+-T-Zellen nicht kreuzreaktiv 
zwischen humaner und muriner G6PI sind. Auch in der CIA kann beobachtet werden, dass die 
CD4+-T-Zellantwort vor allem gegen das heterologe CII gerichtet ist und nur eine schwache 
Antwort gegen das autologe CII messbar ist (Andersson und Holmdahl (1990)). Das könnte 
auch eine Erklärung sein, warum die Arthritis nach der maximalen CD4+ T-Zellantwort wie-
der abnimmt. Da keine CD4+ T-Zellen aktiviert werden, die auch auf die murine G6PI ant-
worten, kann die Immunantwort gegen G6PI nicht aufrechterhalten werden, wenn die Antwort 
gegen die humane G6PI abgeklungen ist. Es konnte aber gezeigt werden, dass eine Arthritis 
auch mit muriner G6PI induziert werden kann. Dies spricht eindeutig für das Vorhandensein 
autoreaktiver CD4+ T-Zellen, die auch gegen murine G6PI gerichtet sind. Wahrscheinlich 
sind Supressormechanismen in der Peripherie für die geringe CD4+ T-Zellantwort gegen mu-
rine G6PI verantwortlich.  
Die gemessene Proliferation von CD4+ T-Zellen nach Restimulation mit humaner G6PI be-
weist aber noch nicht, dass diese CD4+ T-Zellen tatsächlich auch eine Rolle bei der Pathoge-
nese in der G6PI-induzierten Arthritis spielen. Durch die Depletion von CD4+ Zellen zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten vor oder nach Immunisierung mit humaner G6PI mit Hilfe des 
depletierenden anti-CD4 Antikörper YTS191.1 (Cobbold et al. (1990)) konnte dies bewiesen 
werden. Ein Depletion vor den ersten klinischen Zeichen der Arthritis verhindert die Entwick-
lung der Arthritis fast vollständig (Kap. 4.4.6). Die CD4+-T-Zellen sind also maßgeblich an 
der Induktion der Arthritis beteiligt und ähneln in diesem Aspekt der CIA und dem K/BxN-
Modell (Hom et al. (1988), Kouskoff et al. (1996), Mangialaio et al. (1999), Ranges et al. 
(1985)). Eine Depletion vor Immunisierung mit G6PI verhindert die Antikörperproduktion 
fast völlig gegen humane und gänzlich gegen murine G6PI. Somit konnte hier auch gezeigt 
werden, dass die gebildeten Autoantikörper gegen G6PI abhängig von der T-Zellantwort sind. 
Somit ist ähnlich wie im K/BxN und auch im CIA Modell eine zentrale Funktion der CD4+ T-
Zellen die B-Zellhilfe bei der Generierung von Autoantikörpern. Bei einer Depletion zu einem 
späteren Zeitpunkt an den Tagen 6 und 9 entwickeln die Tiere keine Arthritis aber genauso 
hohe Titer gegen humane und murine G6PI wie die Kontrolltiere. Dadurch wird noch einmal 
deutlich, dass Antikörper alleine nicht in der Lage sind, eine Arthritis zu induzieren. Dieser 
Effekt wird besonders dann deutlich, wenn die CD4+ T-Zellen zu einem Zeitpunkt depletiert 
werden, wo die Arthritis voll etabliert ist. Nach der Depletion an den Tagen 11 und 14 nimmt 
der Schweregrad der Arthritis sofort ab und die Mäuse werden sehr schnell wieder gesund. 
CD4+ T-Zellen werden daher nicht nur für die Induktionsphase sondern auch in der Effek-
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torphase zur Aufrechterhaltung der Arthritis benötigt. Damit unterscheidet sich das G6PI-
induzierte Modell maßgeblich vom K/BxN-Modell und auch von der CIA, wo CD4+ T-Zellen 
in der Effektorphase keine Rolle mehr spielen (Kouskoff et al. (1996), Williams und Whyte 
(1996)). Neben ihrer Funktion in Form der  B-Zellhilfe müssen die CD4+ T-Zellen auch noch 
andere Funktionen wahrnehmen. Diese Funktionen könnten in erster Linie durch die von den 
CD4+-T-Zellen produzierten Zytokine vermittelt werden. In dieser Arbeit wurde die Expressi-
on von Zytokinen in CD4+ T-Zellen an den Tagen 6,9 und 11 nach Immunisierung und 
Restimulation mit humaner G6PI gemessen (Kap 4.4.3). Dabei wurde von den CD4+ Zellen 
der drainierenden inguinalen Lymphknoten TNF-α, IL-6 und IL-17 exprimiert, während die 
CD4+ Zellen der Milz hpts. TNF-α und viel IL-6 und nur wenig IL-17 produzierten. Daneben 
exprimierten einige wenige CD4+ Zellen auch  IL-4, IL-2 und IFN-γ. Die Zytokine TNF-α, 
IL-6 und IL-17 sind schon häufiger in Zusammenhang mit entzündlichen Erkrankungen in 
Erscheinung getreten. TNF-α ist ein äußerst wirksames pro-inflammatorisches Zytokin, wel-
ches in einer Vielzahl von entzündlichen Erkrankungen eine große Rolle spielt (Vassalli 
(1992)). Durch Neutralisierung von TNF-α mit Hilfe von Antikörpern kann in der CIA eine 
deutliche Verbesserung des klinischen Verlaufs hervorgerufen werden (Williams et al. 
(1992)). Bei Patienten mit RA werden seit kurzer Zeit erfolgreich ein löslicher TNF-Rezeptor 
(Enbrel®) oder Antikörper gegen  TNF-α (Remicade®) in der Therapie eingesetzt (Olsen und 
Stein (2004)). Möglicherweise ist auch in der G6PI-induzierten Arthritis das Zusammenspiel 
dieser von den CD4+-T-Zellen exprimierten Zytokinen entscheidend für die Entwicklung der 
Arthritis. Die wichtige Rolle des TNF-α rührt unter anderem daher, dass TNF-α von vielen 
Zelltypen, wie z.B. T-Lymphozyten, Makrophagen, Mastzellen, polymorphkernigen Leukozy-
ten und wahrscheinlich noch vielen anderen Zelltypen exprimiert und ausgeschüttet werden 
kann. Neben der Ausschüttung durch viele Zelltypen vermittelt TNF-α auch viele Funktionen. 
Unter anderem zählen dazu die Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen, eine ver-
stärkte Antwort von aktivierten T-Zellen, durch verstärkte Expression des IL-2 Rezeptors, 
möglicherweise auch das Wachstum und die Reifung von B-Zellen. TNF-α induziert die Frei-
setzung unterschiedlicher Wachstumsfaktoren und Zytokine und wirkt zusätzlich chemotak-
tisch. Es induziert oder verstärkt die Expression von Zelladhäsionsmolekülen wie ELAM-1, 
ICAM-1 und VCAM-1 und führt zu einer verstärkten Expression von MHC-Proteinen 
(Vassalli (1992)). Gerade in Hinblick auf entzündliche Reaktionen im Gelenk sind unter dem 
Einfluss von TNF-α eine verstärkte Synthese von Kollagenase in synovialen Zellen, eine ver-
stärkte Resorption von Proteoglykanen und die Inhibition ihrer Synthese, sowie  die Knochen-
resorption durch Osteoklasten und die Inhibition der Knochenbildung zu beobachten (Beutler 
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und Cerami (1989)). TNF-α könnte in der G6PI-induzierten Arthritis also dazu beitragen, 
andere Zellen des Immunsystems zu aktivieren, was z.B. auch zu einer verstärkten Fc-
Rezeptor Expression auf Makrophagen führen könnte, die für die Bindung von Immunkom-
plexen verantwortlich sein könnte. Gleichzeitig könnte es aufgrund seiner chemotaktischen 
Eigenschaften zusätzliche Zellen an den Entzündungsherd locken und aktivieren. Im Gelenk 
selbst könnte es aufgrund seiner oben beschriebenen Eigenschaften die Regeneration von 
Knochen und Knorpel inhibieren. Durch die Induktion der Expression von Adhäsionsmolekü-
len können zusätzlich Zellen in das Gelenk einwandern. Um die Rolle von TNF-α genauer zu 
untersuchen, wurden DBA/1 Mäuse direkt nach Immunisierung mit humaner G6PI mit unter-
schiedlichen Mengen Etanercept, einem dimeren löslichen TNF-Rezeptor, der TNF-α blo-
ckiert, behandelt (Kap. 4.4.4). Dabei konnte beobachtet werden, dass durch die Behandlung 
mit Etanercept nur 30% der Tiere eine Arthritis entwickeln, wenn sie mit 100µg behandelt 
wurden, aber 70%, wenn sie mit 30µg behandelt wurden. Das zeigt, dass TNF-α massiv an 
der Induktion beteiligt ist und eine große Menge als Antwort auf die G6PI-Immunisierung 
freigesetzt wird. Eine tägliche Gabe von 30µg Etanercept reicht dabei scheinbar kaum aus, 
um die TNF-α Effekte aufzuheben. Die Dosis von 30µg ist vielleicht auch deswegen zu nied-
rig, da die Tiere den Rezeptor möglicherweise so schnell verstoffwechseln, dass in der Maus 
nie eine Konzentration erreicht wird, welche die Funktion von TNF-α vollständig blockieren 
kann. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass die Therapie bei einer bereits entwickelten Arthri-
tis so gut wie keine Effekte zeigt. Das bedeutet, dass die durch TNF-α vermittelten Effekte 
zwar bei der Induktion eine wichtige Rolle spielen, zur Aufrechterhaltung der Erkrankung 
dagegen aber nur wenig beitragen. Damit unterscheidet sich die G6PI-induzierte Arthritis von 
der humanen RA, wo nur ein kleiner Anteil der Patienten nicht auf die Therapie mit Etaner-
cept anspricht. Möglicherweise sind die Gründe dafür in der G6PI-induzierten Arthritis und 
bei diesen Patienten die gleichen, so dass mit Hilfe des G6PI-induzierten Arthritismodells 
neue therapeutische Ansätze gefunden werden können, z.B. durch die Blockade von IL-6 oder 
IL-17. Auch IL-6 kann in synovialem Gewebe von RA-Patienten gefunden werden (Okamoto 
et al. (1997)). Die Konzentration von IL-6 und seinem löslichen Rezeptor in der Synovialflüs-
sigkeit von RA-Patienten ist erhöht und korreliert mit der Gelenkzerstörung (Kotake et al. 
(1996)). DBA/1 IL-6-/- Mäuse entwickeln keine, bzw. nur eine verzögerte CIA, deren Verlauf 
milder ist als in den Wildtyp Tieren (Alonzi et al. (1998), Sasai et al. (1999)). IL-6 ist unter 
anderem bekannt dafür, dass es die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen induziert 
(Van Damme et al. (1987)). Eine entscheidende Rolle des IL-6 könnte also darin liegen, dass 
es unterstützend bei der Generierung von Antikörpern gegen G6PI in der Milz wirkt. Ein Fak-
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tor, der diese Hypothese unterstützt ist, dass IL-6 hauptsächlich von CD4+ T-Zellen der Milz 
produziert wird, dem Ort, wo wahrscheinlich die B-Zellreifung zu anti-G6PI Antikörper pro-
duzierenden Plasmazellen stattfindet. Auch in RA-Patienten konnte eine direkte Korrelation 
zwischen der IL-6 Konzentration in der Synovialflüssigkeit und der Konzentration von IgG 
gezogen werden (Hermann et al. (1989)). IL-6 besitzt stimulatorische Aktivität auf Oste-
oklasten, so dass ähnlich wie beim TNF-α auch IL-6 die Knochenbildung inhibieren und -
resorption fördern könnte (Roodman (1992)). Für diesen Punkt spricht auch, dass in IL-6 de-
fizienten Mäusen eine Antigen induzierte Arthritis sehr mild verläuft, ohne dass es zu einer 
Zerstörung des Knochens kommt (Ohshima et al. (1998)). In DBA/1 IL-6-/- Mäusen wird die 
T-Zellantwort in Richtung einer Th2 Antwort verschoben (Sasai et al. (1999)), so dass eine 
Funktion des IL-6 auch sein könnte, dass eine Immunreaktion gegen G6PI eher in Th1 Rich-
tung läuft und somit die Entzündung vermittelt. IL-6 spielt auch eine Rolle bei der durch IL-1 
induzierten Produktion von einigen Matrixmetalloproteinasen und deren Inhibitoren. IL-6 
kann in das Gleichgeweicht zwischen degradierenden Enzymen und ihren Inhibitoren eingrei-
fen und dieses Gleichgewicht empfindlich in Richtung Degradation stören kann (Ito et al. 
(1992)). Alle diese beschriebenen Funktionen könnten auch in der G6PI-induzierten Arthritis 
zu der massiven Zerstörung des Knorpels und der Knochen beitragen. 
In der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten kann IL-17 gemessen werden und T-Zellklone, 
die aus RA-Patienten gewonnen und expandiert wurden, exprimieren IL-17 (Aarvak et al. 
(1999), Ziolkowska et al. (2000)). In der CIA konnte gezeigt werden, dass IL-17-/- Mäuse eine 
Arthritis mit geringer Inzidenz entwickeln (Nakae et al. (2003)). IL-17 induziert allein oder 
zusammen mit IL-1 die Expression von Metalloproteinasen in Synoviozyten. Dieser Effekt 
kann durch einen blockierenden anti-IL-17 Antikörper aufgehoben werden (Chabaud et al. 
(2000)). IL-1, IL-17 und TNF-α haben einen synergistischen Effekt auf die Expression von 
MIP3α, einem Chemokin, welches einen Einfluss auf die Migration von T-Gedächtniszellen 
und immaturen dendritischen Zellen von RA-Patienten hat (Chabaud et al. (2001)). Zusam-
mengefasst wird deutlich, dass die in der G6PI-induzierten Arthritis von CD4+ T-Zellen expri-
mierten Zytokine jedes für sich massive pro-inflammatorische Eigenschaften besitzt, die 
durch synergistische Effekte noch verstärkt werden können. Die Tatsache, dass die Depletion 
der CD4+ T-Zellen in der Effektorphase zu einer schnellen Abnahme der Arthritis führt, zeigt, 
dass die CD4+ T-Zellen und somit möglicherweise auch ihre produzierten Zytokine massiv an 
der Entwicklung beteiligt sind. In Zukunft muss auch mit Hilfe von IL-6 und IL-17 defizien-
ten Mäusen oder aber mit Hilfe von Antikörpern bzw. löslicher Rezeptoren gegen IL-6 und 
IL-17 gezeigt werden, welche Rolle sie in der G6PI-induzierten Arthritis spielen. Daneben 
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gibt es auch noch andere Zytokine, die für die Entwicklung der Arthritis von Bedeutung sein 
könnten. Hierzu zählt insbesondere IL-1, wo schon deutlich gezeigt werden konnte, dass es in 
RA und auch in unterschiedlichen Tiermodellen wichtig ist.   
5.2.6 Die Rolle von CD4+CD25+ T-Zellen in der G6PI-induzierten Arthritis 
Die CD4+ T-Zellen der nicht-suszeptiblen Stämme lassen sich nicht mit G6PI restimulieren. 
In den DBA/1 Mäusen nimmt die Arthritis zwei Tage nach der maximalen CD4+ T-
Zellantwort in den inguinalen Lymphknoten wieder ab. An diesen Beobachtungen könnten 
möglicherweise regulatorische CD4+CD25+ Zellen beteiligt sein. Diese Zellen könnten in den 
nicht-suszeptiblen Stämmen verhindern, dass potentiell autoreaktive G6PI-spezifische CD4+-
T-Zellen aktiviert werden und proliferieren. Außerdem könnten diese Zellen auch dafür ver-
antwortlich sein, dass nach der Induktion der G6PI-induzierten Arthritis in den DBA/1 Mäu-
sen die CD4+ T-Zellantwort bzw. die gesamte Immunantwort gegen G6PI herunter reguliert 
wird. Bei den regulatorischen T-Zellen handelt es sich um eine Population von ca. 10% der 
CD4+ T-Zellen, den CD4+CD25+ T-Zellen (Sakaguchi et al. (1995)). Diese Zellen sind anerg 
und unterbinden die Proliferation anderer nicht-regulatorischer T-Zellen. Im Laufe der Jahre 
konnte gezeigt werden, dass diese Population von T-Zellen das Potential hat, Autoimmun-
krankheiten wie zum Beispiel Diabetes, Arthritis und entzündliche Darmerkrankungen in 
Tierversuchen zu verhindern bzw. durch deren Fehlen, die Erkrankungen zu verschlimmern 
(Homann und von Herrath (2004), Martin et al. (2004), Morgan et al. (2003)). In der G6PI-
induzierten Arthritis sollte daher untersucht werden, ob CD4+CD25+ T-Zellen den Verlauf der 
Arthritis in DBA/1 Mäusen beeinflussen können bzw. in den nicht-suszeptiblen Stämmen eine 
Arthritis verhindern. Dazu wurden in DBA/1 Mäusen und in nicht-suszeptiblen BALB/c 
Mäusen die CD4+ CD25+ T-Zellen durch einen depletierenden Antikörper entfernt und die 
Tiere anschließend mit G6PI immunisiert. Die DBA/1 Mäuse entwickelten eine Arthritis mit 
chronischem Verlauf, während die BALB/c Mäuse klinisch kaum Zeichen einer Arthritis 
zeigten (Kap. 4.4.8). Histologisch konnte in den BALB/c Mäusen jedoch in einigen Tieren 
eine leichte Synovitis festgestellt werden. Diese Ergebnisse zeigen ganz deutlich, dass regula-
torische T-Zellen einen wichtigen Einfluss auf den Verlauf der G6PI-induzierten Arthritis in 
DBA/1 Mäusen haben. Diese Zellen scheinen die CD4+ T-Zellantwort nach einer primären 
Antwort gegen G6PI zu regulieren. Dies könnte eine Erklärung sein, warum die Arthritis nach 
15 Tagen langsam wieder abnimmt. Somit stimmen die Ergebnisse gut mit dem vorher be-
schriebenen Depletionsexperiment überein. In einem Fall werden die CD4+ T-Zellen ganz 
entfernt und können dadurch die Arthritis nicht aufrechterhalten, im anderen Fall wird ihre 
Funktion durch CD4+CD25+ T-Zellen supprimiert. In der Zukunft muss durch Transferexpe-
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rimente gezeigt werden, ob die CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen erst durch die Immun-
reaktion gegen G6PI gebildet werden oder schon vorher vorhanden waren. Dies könnte ein 
bedeutender Unterschied zwischen dem DBA/1 Stamm und den anderen nicht-suszeptiblen 
Stämmen sein. Die Entwicklung einer leichten Synovitis in den BALB/c Tieren macht deut-
lich, dass auch in diesem Stamm die Toleranz gegenüber G6PI durch die Depletion der 
CD4+CD25+ T-Zellen teilweise überwunden werden konnte. Somit scheint es in der Periphe-
rie tatsächlich autoreaktive G6PI-spezifische CD4+ T-Zellen zu geben, die nach Entfernung 
der regulatorischen Zellen in der Lage sind, eine schwache Entzündung in den Gelenken her-
vorzurufen. Gleichzeitig wird aber auch deutlich, dass die CD4+CD25+ T-Zellen allein nicht 
verantwortlich sind für das Ausbleiben einer Arthritis in den nicht-suszeptiblen Stämmen, da 
die beobachtete Entzündung nur minimal ist. 
5.3 Zusammenfassung und Ausblick 
G6PI ist mit großer Wahrscheinlichkeit nicht das wesentliche Autoantigen ist, welches für die 
Pathogenese der RA verantwortlich ist und spielt möglicherweise nur in einer Subpopulation 
von RA-Patienten eine Rolle. Die G6PI-induzierte Arthritis, die in dieser Arbeit etabliert 
wurde, reflektiert histopathologisch sehr gut die rheumatoide Arthritis und eignet sich deshalb 
und auch wegen der leichten Induzierbarkeit sehr gut als ein Tiermodell für RA. Dieses Mo-
dell kann sehr gut verwendet werden, um mögliche therapeutisch relevante Zielmoleküle zu 
testen. Mit Hilfe des löslichen Rezeptors für TNF-α (Enbrel®) konnte das für TNF-α schon 
gezeigt werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die G6PI-induzierte Arthritis durch eine 
Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen reguliert wird. In diesem Modell findet man eine 
Verknüpfung der adaptiven, humoralen und angeborenen Immunität und es scheint, dass eine 
Arthritis nur dann induziert werden kann, wenn alle Komponenten in einem streng regulier-
tem Rahmen zusammenwirken. Das modulieren einzelner Komponenten, sei es durch die 
Depletion der CD4+-Zellen, das Entfernen des Komplementfaktors C5, der Blockierung von 
TNF-α, der Verwendung Fcγ-R defizienter Mäuse oder der Depletion regulatorischer T-
Zellen führt sofort zu einem veränderten Verlauf der Arthritis. In der Zukunft muss vor allem 
die Rolle der anti-G6PI Antikörper genauer untersucht werden. Mit Hilfe monoklonaler Anti-
körper gegen G6PI kann dann deren Spezifität, ihre Epitope und Affinität mit Antikörpern 
anderer Stämme verglichen werden. Zusätzlich muss besonderen Wert auf die Rolle der T-
Zellen gelegt werden, da sie das zentrale Element in der G6PI-induzierten Arthritis sind. Hier 
sollte vor allem untersucht werden, welche Eigenschaften die T-Zellen haben, die in das Ge-
lenk migrieren, z.B. in Form der Zytokine, die sie dort exprimieren und mit welche Zellen sie 
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interagieren. Weiterhin muss auch die Generierung autoreaktiver G6PI-spezifischer T-Zellen 
im Thymus und ihre Kontrolle in der Peripherie analysiert werden. Zusätzlich sollte auch die 
Rolle der Makrophagen, Neutrophilen und Mastzellen untersucht werden. Insgesamt wurde 
mit der G6PI induzierten Arthritis zum ersten Mal gezeigt, dass die Immunisierung mit einem 
systemischen Antigen eine organspezifische Erkrankung in Form einer Arthritis induzieren 
kann. Damit wurde ein Modell etabliert, welches die Lücke zwischen dem K/BxN-Modell 
und der komplexen humanen Situation schließt und die Untersuchung pathologisch relevanter 
Mechanismen und therapeutischer Strategien ermöglicht. 
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Zusammenfassung 
In der Maus wurde die arthritogene Rolle der Glukose-6-phosphat Isomerase (G6PI) unter-
sucht. Nach Immunisierung unterschiedlicher Mausstämme mit humaner G6PI entwickelten 
95% der genetisch suszeptiblen DBA/1 Mäuse eine symmetrische Polyarthritis. Die Arthritis 
bei den DBA/1 Mäusen manifestierte sich 9 Tage nach Immunisierung, erreichte klinisch an 
Tag 14 ihr Maximum und nahm anschließend wieder langsam ab. Histologisch konnte vor 
allem ein Befall der distalen Gelenke nachgewiesen werden. Die Arthritis war charakterisiert 
durch eine massive Synovitis mit Pannusformierung, Tenosynovitis, Periarthritis, Periostitis 
und führte zu einer Zerstörung des Knorpels und Knochen.  
Die DBA/1 Mäuse produzierten beginnend von Tag 6 an hohe Antikörpertiter gegen humane 
und murine G6PI. Die Arthritis konnte jedoch nicht durch Injektion von aufgereinigten Anti-
körpern aus dem Serum arthritischer Mäuse in Empfängermäuse transferiert werden. Jedoch 
wurde über die Verwendung von Fcγ-Rezeptor defizienten Mäusen auf dem DBA/1 Hinter-
grund die bedeutende Rolle der Antikörper in der G6PI-induzierten Arthritis nachgewiesen. 
DBA/1 Mäuse, die defizient für die gemeinsame γ-Kette der Fcγ-Rezeptoren waren, entwi-
ckelten eine Arthritis mit geringer Inzidenz und mildem klinischen Verlauf. Bei den 
FcγRIIB-/- DBA/1 Mäusen entwickelten alle Tiere eine Arthritis, die klinisch und histologisch 
stärker ausgeprägt war, als in den Wildtyp DBA/1 Mäusen.  
Die CD4+ T-Zellen in den DBA/1 Mäusen produzierten nach Restimulation mit G6PI haupt-
sächlich TNF-α, IL-17 und IL-6. Nach Blockade des TNF-α durch einen löslichen dimeren 
TNF-Rezeptor (Etanercept) war die Inzidenz der Arthritis erniedrigt und entwickelte sich ver-
zögert. Die CD4+ T-Zellen spielten sowohl in der Induktionsphase als auch in der Effek-
torphase eine bedeutende Rolle. Die Depletion der CD4+ T-Zellen zu einem Zeitpunkt vor der 
Entwicklung oder im Verlauf der Arthritis verhinderte die Entwicklung der Arthritis in den 
meisten Mäusen bzw. führte zur schnellen Heilung in den behandelten Tieren. Die Depletion 
einer Subpopulation der CD4+ T-Zellen, die CD4+CD25+ T-Zellen, führte zu einem chroni-
schen Verlauf der Arthritis.  
Neben der Beteiligung der humoralen und adaptiven Immunantwort konnte auch die Beteili-
gung des Komplements gezeigt werden. DBA/1 Mäuse entwickelten nach Depletion des zent-
ralen Proteins der Komplementkaskade C5 eine Arthritis geringerer Inzidenz und mildem 
Verlauf. 
Mit der G6PI induzierten Arthritis konnte ein neues Mausmodell etabliert werden, das viele 
Gemeinsamkeiten mit der humanen RA aufweist. Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, 
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dass die Immunisierung mit einem systemischen Antigen eine organspezifische Erkrankung in 
Form einer Arthritis induziert.  
Zusätzlich wurde die Relevanz der G6PI bei der Pathogenese der humanen RA untersucht. Im 
Blut von RA-Patienten konnte im Vergleich zu gesunden Spendern keine erhöhte Frequenz 
autoreaktiver TNF-α oder IFN-γ produzierender CD4+ T-Zellen nach Restimulation mit re-
kombinanter humaner G6PI im Durchflusszytometer ermittelt werden. Auch erhöhte Antikör-
pertiter gegen humane G6PI im Serum von RA-Patienten oder Patienten mit anderen rheuma-
tischen Erkrankungen konnten im ELISA nicht gemessen werden. Diese Ergebnisse lassen 
den Schluss zu, dass G6PI nicht das wesentliche Autoantigen ist, welches bei der Pathogenese 
der humanen RA beteiligt ist. Jedoch könnte die Überlegung, dass eine Immunantwort gegen 
ein systemisches Antigen eine organspezifische Erkrankung auslösen kann, für zukünftige 
pathogenetische Untersuchungen von Bedeutung sein.  
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Abkürzungsverzeichnis 
AMF engl.: autocrine motility factor 
Abb. Abbildung 
Amp Ampicillin 
APC Allophycocyanin 
APS Ammoniumpersulfat 
Bp Basenpaar 
BSA bovines Serumalbumin 
bzw. beziehungsweise 
CD engl.: cluster of differentiation 
CFA komplettes Freundsches Adjuvans 
CFDA-SE 5-(6) Carboxyfluorescein Diacetat, succinimidyl Ester 
CIA Kollagen-induzierte Arthritis  
CII Kollagen II 
CK-M Kreatinkinase M-Kette 
Cy5 Indodicarbocyanin 
Da Dalton 
dNTP Desoxyribonukleotid 
dsDNS doppelsträngige DNS 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA engl.: enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS engl.: fluorescence activated cell sorting  
FCS fetales Kälberserum 
FITC Flourescein Isothiocyanat 
G6PI Glukose-6-phosphat Isomerase 
GK Glukokortikoide 
HE Hämatoxylin und Eosin 
i.p. intraperitoneal 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
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IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktosid 
KM Kulturmedium 
LPS Lipopolysaccharid 
LWA Langfristig wirkende Antirheumatika 
MALDI-MS 
engl.: matrix assisted laser desorption ionization mass 
spectometry 
MCP- Metacarpophalangeal- 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex 
NSA Nicht-steroidale Antirheumatika 
ml Milliliter 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
NAD Nikotinamidadenindinukleotid 
ng Nanogramm 
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsäure 
OD optische Dichte 
OspA engl.: outer surface protein A 
Ova Ovalbumin 
PBMC  mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
PBS phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PE R-Phycoerythrin 
PerCP Peridinin-Chlorophyll 
PIP- Proximal Interphalangeal- 
PTP- Proximal Metatarsophalangeal- 
PMA Phorbol 12-Myristate 13-Acetat 
PMF engl.: peptide mass fingerprint 
POD Peroxidase 
RA Rheumatoide Arthritis 
RF Rheumafaktor 
rhG6PI rekombinante humane G6PI 
rmG6PI rekombinante murine G6PI 
s.c. subkutan 
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SA Streptavidin 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SEB Staphylokokken Enterotoxin B 
SEM Standardfehler (engl.: Standard Srror of the Mean) 
SLE systemischer Lupus Erythematodis 
sTNFR-p75 Etanercept (löslicher dimerer TNF-Rezeptor) 
Tab. Tabelle 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TMB Tetramethylbenzidin 
TNF Tumornekrosefaktor 
U engl.: unit 
WM Waschmedium 
ZNS zentrales Nervensystem 
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